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Hijo de Javier Caroca y Maria Caceres, soy el menor de 5 hermanos. ha mayor parte de
mi vida se ha desarrollado en un pequefio pueblo llamado Guacarhue, ubicado a 33 Kin.
al suroeste de Rancagua. Fue en la thica escuela de esta localidad, en la que aprendi a
leer y escribir mis primeras palabras. En el par de afros que me eduqut en este lugar,
conoci  amistades  que  ann perduran  y  espero  que  lo  sigan haciendo.  Mds  tarde,  mis
padres decidieron envianne al Cento Educacional Asunci6n ubicado  en la ciudad de
Rengo. En este coleSo estuve gran parts de la edueaci6n bdsica y la eusefianza media
completa. Debido a que se trataba de un colegio bastante chico, tuve compafieros que se
repitieron durante los I 0 ajios que dur6 mi estadia en ese lugar. Eso explica por que con
algunos  de  ellos  mantengo  contacto  a  pesar  del  tiempo  y  la  distancia.  Un  buen
rendimiento durante la ensefianza media y un alto puntaje en la PAA, me pemitieron
ingresar    a la carrera que  precisanente  ahora  estoy  culminando.  Acostumbrado  a  la
tranquilidad de mi pequefio y hemoso pueblo, no me fue facil ni agradal]le adaptame a
la nueva realidad que me planteaba el vivir en la capital. Sin embargo, con el tiempo
aprendi cosas, conoci gente y recorri lugares que justifican plenanente el haber pasado
estos ultimos 7 afros en medio del ajetreo tipico de la cuidad.
Al leer esta pequefia referencia de mi persona, soy conciente de que he quemado varias
etapas a lo largo de mi existencia. Cada una de ellas me ha ensefiado oomo afrontar los
nuevos desafios que la vida me plantea. Hoy termino una etapa que creo ha sido muy
enriquecedora  para  m',  tanto  del  punto  de  vista  academico  como  personal.  En  este
momento  no  se  que  habri  nds  adelante,  sin  embargo,  siento  que  con  optimismo  y
esfuerzo  (y  a  veces  un  poco  de  suerte)  es  posible  obtener  nuevas  satisfacciones
personales y para nuestros seres queridos. . .
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RESUEN

Chile. es un importante exportador de duraznos y nectarines hacia el hemisferio norte.

Las frutas exportades desarrollan desordenes fisiol6gicos al momento de la maduraci6n

los cuales estin asocindos al "dafio por fr{o".  Estos problemas tienen relaci6n con el

tratamiento a 4 °C al que son sometidos los frutos durante todo el proceso de transporte

que  se  realiza  por  via  mndtima.  Dentro  del  proyecto  de  "Gen6mica  Funcioml  en

Nectarines"  se  gener6  una  cantidad  considerable  de  informaci6n  relacionada  con

canbios en la expresi6n gchica en frotos de durazno,  cuando  son sometidos a bajas

temperaturas. Con el objetivo de indagar en la regulaci6n de la expresi6n gchica frente al

fife, en el presente trahajo se realizaron andlisis enfocados a identificar si en fiutos de

duraano se conserva la via reguleda por factores de transcripci6n DREB I/CBF. Este tipo

de via esfa presents en varies especies vegetales y resulta ser clove en la generaci6n de

un reapuesta al fife.

En la hose de dates de unigenes de frotos de dura2mo, se identific6 un ort6logo pan

genes de la familia DREBl/CBF al cual se le denomind PpCBF. La expresi6n de este

gen  se  detect6  principalmente  en  frutos  expuestos  al  frf o.  PpCBF  presents  urn alta

identidad  de  secueneia  con  ort6logos  de  Arabidopsis  y  otras  eapecies  de  plautas,

especialmente en la region que define el dominio de union a DNA, AP2. ha expresi6n

ect6pica de PpCBF  en Arabidopsis provoc6  activaci6n en la expresi6n de genes  del

regul6n CBF (es el nombre que recibe el grupo de genes que reaponde a DREB1/CBF)

de esta planta, indicando la conservaci6n funeional del ortdlogo identificado en frutos de

durano.



Se identificaron 38 posibles ort61ogos pra genes del regul6n CBF de Arabidopsis en la

base de datos de unigenes de frutos de durano. Algunos de ellos aumentan su expresi6n

fiente al tratamiento  con frlo,  como se demostr6 por medio de andlisis de expresi6n

digital   y RTqpcR El promotor de uno de estos posibles ort61ogos del regul6n CBF

identificados en duraano, se utiliz6 para evaluar la funcionalidad de PpCBF en frutos de

durino.  PpCBF  fue capaz de activar el promotor recien mencionado  en ensayos de

transfomaci6n transiente.

En la presente tesis se identific6 un gen que participa en la regulaci6n de la expresi6n

96nica en frutos de durano expuestos a frfo. Este gen rapresenta un candidate para el

cual  estudiar su I)atcipaci6n en la ocurrencia del dafio por fife o bien planear otra

estrategiabiotecnol6gicaparadarsoluci6naesteproblema.



ABSTRACT

Chile   is   an   important  exporter   of  peaches   and   nectarines   toward   the   northeni

hemisphere.  These  exported  flits  often  develop  physiological  disorders  during  the

ripening which are associated with "chilling injury". These problems are related with the

storage of the fruits at 4 °C during tranaporL The "Gen6mica Funcional en Nectarines"

project has generated a considerable quntity of infomation related with changes in

gene  expression  in  peaches  fruits  subjected  to  low  temperatures.  With  the  aim  of

investigating  cold  regulated  gene  expression  in  peaches,  this  thesis,  is  focused  on

identifying the conserved pathway regulated by the transcription factor DREB1/CBF in

peaches.  This  pathway  is  present  in  several  plant  species  and  is  important  in  the

generation of the cold response.

In the peach unigenes database, an ortholog of DREB1/CBF gene finily was identified

and named PpCBF.  The  expression of this gene was detected mainly in cold-treated

fruits.  PpCBF  presents  a  hich  sequence  identity  with  DREBl/CBF  orthologs  of

Ardbidopsis and other plants species, especially in the DNA binding domain, AP2. The

ectopic expression of PpCBF in Arabidopsis plants causes the activation of expression

of  genes  in  the  CBF  regulon  (the  name  of  the  group  of  genes  that  reapond  to

DREB I /CBF), indicating the functional conservation of the ortholog identified in peach.

In the peach unigenes drtabase, 38 putative orthologs for members of the Arabidopsis

CBF regulon were identified. Some of these genes increased their expression in response

to  cold,  as  was  demostrated  with  digital  expression  analysis  and  RT-qpcR.  The

promoter of one putative ortholog of a member of the CBF regulon identified in peach



wasusedtoevaluatePpCBFfunctionalityinpeachfroits.PpCBFshowedthecapacityto

activatethispromoterintransienttransfomationassays.

In the present thesis, a gene that participates in cold regulated gene expresi6n in peach

was identified. This gene represents a candidate gene to study its participation in chilling

injLri;ortoplanotherbiotechnologicalstrategiestosolvethisproblem.



I.- INTRODUcctoN

Chile es uno de log principales proveedores de carozos a nivel mundial, de manera que

es el  mayor oferente en el  hemisferio  sun de  duraznos y nectarines (P"me4s prs7.ca;

segth la ODEPA,  www.odepa.gob.cl).  Lo que favorece esta gran oferta desde nuestro

pals  son las bueus condiciones agrondmicas y de clima, junto  con el heeho que  las

plantas de duraznos y nectarines son perecibles, de mancm que existe la posibilidad de

generar exportaciones a mercados en contra-esteeich. Es per eso que desde nuestro pats

se exportan grades voldrenes de frutas a mercados tales como Estados Uridos, Asia y

algunos parses eunpeos. El transporte de las frutas se lleva a cabo pot via maritima y

demora por 1o menos 15 dias en llegar a su destino en el heni§fedi o norte. Pan evitar la

sobrrmeduraci6n  y  senesceneia de  la  futa,  el  transports  se  realize  en  contenedores

refrigendos, de mnera que la fruta se mantiene a 4 °C dunnte todo el trayecto. Esto

true problem£Ls en la posterior madunci6n del  fruto ya que experimenta un desorden

fisiol6ctco   que   se   conoce   gerfucanente   como   "dado   por   fife.'.   La   principal

caracteristica de este desorden fisiol6rico es la textura harinosa del fruto (Lill y col,

1989),lacualdisminuyenotablementelacalidaddelafrotayporendeexisteunreehazo

de parts del cousumidor.

Con  el  objedvo  de  acumular  infomaci6n  que  permita  explicar  el  proceso  de  la

harfuosidrd, se ha desarrollado el proyecto de .6Gendmica fimcional en Nectrfues". En

este proyecto se gener6 informaci6n referents a los canbios en la expresich gchica y

acunulaci6n de proteinas en 4 estadios de post-cosecha de fr`ros de P"#aspersi.ca: El,

frutos de `tryking" o empaque (frutos de cosecha recich procesados. Estos fr`tos hen

sido expuestos al ffio por un periodo coreo de tiempo); E2, fr`tos salidos de empaque



mds  4  dias  a  20  °C  (frutos  maduros  y jugosos);  E3,  frutos  salidos  de  empapue  y

ahaacenados por 21  dias a 4 °C (empaque + 4 °C) y E4, frutos salidos de empaque,

rfucenados por 21  dias a 4 °C nds cuatro dfas a 20 °C (fiutos maduros y harinosos).

Este  modelo  experimental  est5  disefindo  de  tal  manera  que  permite  identificar  las

diferencias  en  expresi6n  genica  y  acunulaci6n  de  proteinas  en  frotos  de  durazno

expuestos o no a la cedena de fr{o de 21 d{as.

Desde el panto de vista de los canbios de expresi6n gchica, se logr6 generar grandes

cantidades  de  informacidn por medio  de  macroarreglos  de  DNA  y  secuenciaci6n de

ESTs  aExpressed  Sequence  Tags 6  secuencias  parciales  de CDNA).  Se  observ6  que

varios  genes  canbian  sus  niveles  de  expresi6n  frente  al  trataniento  con  fu'o,  sin

embargo, cabe preguntarse 6Estarfu algunos de estos genes respondiendo a un factor de

transcripci6n en comth? En el trabajo realizado en esta tesis se pretende indagar sobre

esta pregunta.

El estres por frlo ha sido bastante estudiado en las plantas, ya que este causa perdidas a

nivel agrondmico, asi como tambich limita la distribuci6n geogrffica de ciertas eapecies

vegetates.  Se ha logrado dilucidar que existiria mas de una via por la que las plantas

podriaii  responder  ante  un  trataniento  de  bajas  temperaturas.  Ejemplo  de  ello  son

mutantes de Arabidopsis como es'fa/ y sf4 que son mds y menos tolerantes al frio con

respecto  a plantas  silvestres,  respectivanente  (MCKown  y  col,  1996;  Warren  y  col,

1996; Xin y Browse,  1998).  En Arabidopsis tanbich se nan identificado factores de

transcripci6n  como  HOS9  y  ZAT12  que  participan  de  manera  indapendiente  en  la

regulacibn de la expresi6n g6nica en respuesta al frio (Fowler y Thomashow, 2002; Zhu

y col, 2004). De las vias identificadas, rna que ha demostrado ser clave es aquella en la



que participa la fimilia de  factores de transchpci6n DREBl/CBF ORE Binding Factor

1/CRT Binding Factor).  Eii i4rdel.doprj.s /faJj.¢racr esta familia esta compuesta de tres

genes   (CBFlroREBlb,   CBF2®REBlc   y   CBF3®REBla),   que   se   encuentran

onganizados en tandem en el cromosoma 4 (Gilmour y col,  1998; Medina y col, 1999).

Estos tres genes aumentan ripidamente su expresi6n fronte a las bajas temperaturas y sus

transcritos se han observado en varios 6rganos, tales como hojas, tallos y ralces (Medina

`        y col,1999) Los tres miembros de la familia DREB1/CBF presentan un alta homologia

y codifican proteims que poseen un dominio de uni6n a I)NA tipo AP2 (Stockinger y

col,  1997;  Gilmour  y  col,  1998).  Probal)lemeute  es  por  esta  alta  homologia  que  la

funci6n de CBFI CBF2 y CBF3 muestra ser redundante en plantas de Arabidopsis que

los sobreexpresan (Gilmour y col, 2004).

Los factores de trauscripci6n DREB1/CBF reconocen motivos DRE/CRT @ehydration

Responsive   Element/C-Repeat)   en   el   promoter   de   sus   genes  blanco.   Estos   se

caracterizan por tener la seouencia fgGAC (Yanaguchi-Shinozaki y Shinozaki,  1994;

Baker y col,  1994;  Stockinger y col,  1997;  Figure  i).  Ejemplos de genes  blanco  de

DREB1/CBF  son los  genes Cor (Cold  regulated),  que  corresponden  a un grupo  de

genes constituido principalmente por deshidrius. Las deshidrinas son polipeptidos cuya

fimci6nestiasociadaconlaprotecci6ndemembrariasyproteinasfrontealestr5shidrico

(Thomashow, 1998; Thomashow, 1999)

Experimentos de  sobreexpresi6n de CBFl en Arabidopsis  realizados por Jaglo-Ottosen

y col (1998), demostraron que CBFl  inducia la expresi6n de algunos genes Cor, estos

son: Cord.6, Corjfa, Cor47 y Cor78. Posteriomente con el edvenimiento de t6cnicas

quepermitenanalizarlaexpresi6ng6nicaagranescalacomolosonlosmicroarreglosde



DNA y AFLP,   se logr6 dete]minar que el ndmero de genes blanco de ]os CBFs es

bastante anplio aowler y Thomashow, 2002; Gilmou y col, 2004; Marnyama y col,

2004; Vogel y  col,  2005).  En terminos num6ricos,  se ha observado que el  grupo  de

genes qu responden al fro y a la sobreexpresi6n de alguno de los CBF correaponde a

131 genes (123 aumentan su expresi6n y 8 la disminuyen). A este grxpo de genes se le

conoce como el "regul6n CBF".

Los  genes  del  regul6n  CBF  estin involuerados  en variadas  funciones celulares tales

como:  el  metabolismo  de  azdeares,  l{pidos  y  aminodeidos,  asi  como  tanbich  en

procesaniento  de prote{nas, transcripci6n,  metabolismo  de pared celular,  respuesta a

estr5s etc. (Fowler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004; Manyana y col, 2004;

Vogel  y  col,  2005;).  En  conjunto  estos  genes  confieren  la  tolerancia  a  las  bajas

tenperatus  en  Arabidopsis.  Sin  embargo  existen  varios  genes  para  los  ouales  se

desconoce su contribuei6n para lograr este obj etivo.

La via regulada por la familia DREB1/CBF resulta clove para la generaci6n de una

respuesta frente a las bajas temperatuns. En el caso de Arabidopsis, se ha observado que

plantasquesobreexpresanalgunodelostresmiembrosdelafamilia,logransobreviviral

tratamiento a temperatures menores a 0 °C sin rna aclimataci6n previa (la aclimataci6n

es el proceso por el cual las plantas pueden tolerar temperaturas congelantes, luego de

hater sido  expuestas  a temperatuns  bajas pero  no  congelantes  ('Ihomashow,  1999).

Estas  plantas  transgenicas  muestran  un  metaboloma  que  es  similar  al  de  plantas

silvestres  aclimatadas  al  ffio,  de  manera  que  esto  reafirma  la  importancia  de  estos

factores de transcripci6n en la generaci6n de una respuesta frente a este estres abi6tico

(Gilmour y col, 2000).



Inducei6n de la expresidz] de
DREBl/CBF

e©C©®CB
Ac]ilnatacidn y resistencin a] frfo

Figure I: Representaci6n esquemftica de la nglaci6n transcripeional ejerdda pop CBF.
El factor de transcripei6n CBF aumenta rdpidanente su nivel de transcrito en respuesta al frio.
Una vez que se acumula CBF, es capaz de reconocer un motivo en cis en los promotores de sus
genes blanco. Este motivo en cf.£ es el que se denomina DRE/CRT y esti constituido por una
secuencia consenso de  5  bases (CCGAC).  Ijos genes rio abajo de CBF estin  involucrados en
mdltiples  procesos  celulares  (algunos  de  ellos  estin  indicados  en  6valos  amarillos)  que  en
conjunto confieren a la planta la capacidad de responder al frio (Jnglo y col,  1998; Maruyama y
col, 2004; Vogel y col, 2005).

La  via  regulada  por  los  CBFs  ha  sido  descrita  principalmente  en  la  planta  modelo

4rabj.dopsis  /ha/i.a7ea.  Sin  embargo,  se  han  encontrado  ortologos  para  este  factor  de

transcripci6n en otras especies vegetales. Ejemplos de ellos son fabano, trigo, centeno

(Jaglo y col, 2001),  avena @rautigam y col, 2005), tomate (Zhang y col, 2004), arroz

(Dubouzet y col,  2003) y eucaliptus (Kayal y col, 2006).   En todos estos casos se ham

observedo ort6logos de la fanila DREBl/CBF cuya expresi6n se induce con el frio. En

el  caso  del  Arroz  se  ha  observado  que  la  expresi6n  de  OsDREBla  (ODzza  saf!.va

DREBla) en Arabidopsis, induce la expresi6n de genes del regul6n CBF en plantas no



expuestas al frfo `y aumenta la tolerancia al fro (Dubouret y col, 2003). De esta forma se

logr6 detemirmr que el factor de transcripci6n de arroz es funcional en Arabidopsis.

Ademds,  existen evidencias  de  que  plantas  de  anDz que  sobreexpresan  OsDREBla,

pueden  tolerar  las  bajas  temperattiras  sin  previa  aclimataci6n  ato  y  col,  2006).

Resultndos  similares  se  ham  ot)tenido  en  plantas  de  ribano  que  sobreexpresan  sus

propios genes orl61ogos de DREB1/CBF (Savitch y col, 2005).
IEu

Pr7mas persfoa (nectarin} es rna planta que se puede aclinatar a las bajas temperaturas,

y  esta  aclimataci6n  se  ha  relacionado  con  la  expre§i6n  de  genes  que  presentan

homologia con proteinas de la familia de las deshidrinas (Arora y Wisniewski,1994). En

el regul6n CBF que se ha descrito para Aral)idopsis, existen genes que codifican para

deshidrinas,  como  lo  son  Car/ja,  Cor78, Jrero2  entre  otros.  Por otra parte,  en  un

miembro  de  la  familia de  las  Rosaccas  como  lo  es  el  cerezo  (Pr"772rs  av7.afur),  se  ha

descrito la existencia de un ort6logo de DREB1/CBF, que confiere resistencia al fu'o en

plantas  de  Arabidopsis  que  lo  expresan  Qcitashiba  y  col,  2004).  Surge  entonces  la

pregunta.  £Existirin  en  Przi#as persj.ca  ort6logos  de  DREB1/CBF  que  regulen  la

expresi6n de genes que responden al fu'o? En este trabajo se pretende responder a esta

interrogante, enfocindose principalmente en los canbios de expresich gchica observada

en frtitos de I+zfpas pcrs'jco expuestos a bajas temperaturas.

Bdsquedas en las secuencias generadas dentro de nuestro proyecto, indican la existencia

de   posibles   factores   de   transcripci6n   DREB1/CBF.   Ademds,   el   aislamiento   y

secuenciaci6n  del  promotor  de  una  posible  deshidrina  de  durazno  que  aumenta  su

expresi6n en respuesta a fr{o (de acuerdo a los andlisis de expresi6n digital), muestran la

existencia  de  motivos  de  tipo  DRE/CRT  (Tittapelli  y  cols,  no  publicedo).     Estas
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evidencias  sugieren que  rna via como  la regulada por CBF  podria estar conservada

tanbien en el fr`to de durazro. Para evaluar esta hip6tesis, en esta tesis se clone Lm

posible gen ort6logo de DREBl/CBF   (Ppcb/ Pr#nus pers!.ct! CBF) y se expres6 en

Arabidopsis.  Las  plantas  de  Arabidopsis  transfomada§  para  expresar  ect6picanente

Ppcb/mostrannunaaltaexpresi6ndegenespertenecientesalregul6nCBFcomparadas

con plantas silvestres. Por otra parte, se realizaron ahalisis de tipo bioinformatico que

pemitieron identificar posibles genes ort6logos del regul6n CBF de Arabidopsis en las

secuencias de durazno generadas dermo del proyecto. Por medio de RT-qpcR se logr6

deterrfu  que  algunos  de  ellos  responden  al  tratamiento  con  ffio.  Fimlmente,  se

determin6  que  PpCBF  es  capaz  de  trams-activar  a  un  promotor  que  posee  motivos

DRE/CRT, en ensayos de co-infiltraci6n en frutos de durazno.
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2,--TESIS
En frotos de Pr##zas perm;.ca existe un gen ort6logo de  DREBl/CBF  de .4rabi.dopor.s'

fhaJ!.ana, que regula la expresi6n de genes que responden al frio.

3.-oRETrvos

3.I.- Objetivo Genend

ldentificar un gen orfelogo de DREBl/CBF de 4r¢bz.dopL5z.s lha/ja#cz en fiutos P7tmzA5

persl.ca y analizar su funcionalided en ambas especies.

3.2.- Objetivos especfficus

1.-Identificaci6n y andlisis bioinformftico de un posible gen que codifica un factor de

transcripci6nDREBl/CBFenP"rms'persl-ca¢pCBF).

2.-  Analizar  la  funcionalidad  de  PpCBF  usando .4rabjdopsi.s  fha/i.ancr  como  sistema

heter6logo.

3.- Bdsqueda de posible§ genes ort6logos del regul6n CBF en secuencias de unigenes de

twos de Prunus persica.

4.- Analisis de expresi6n de posibles genes ort6logos del regul6n CBF mediante RT-

qpcR.

5.-Determinar la funcionalidad del posible PpCBF sobre un promoter de Pr"#aspers!.ccr

con motivos DRE/CRT, mediante ensayos de trans-activaci6n realizados en fiutos de

esta especie.

12



4.A4ATERIALES Y METODOS

4.Ir  Geneiraeidn  de  fa  base  d¢  dates  de  unigenes  de  fuitos  de  Jhueus persia

iitilizada en h presente tesi8

En esta tesis se trahaj6 con secueneias de ESTs provenientes de 4 genotecas de CDNA,

gene]ndos a par(ir de RNA provenieate de mesocarpo de frutos de framus persfoa de la

va]iedad O'Henry. Estas genotecas coneaponden a frutos de 4 estadios de postcosecha

El,  fr`tos de `|}ackinB"  o elnpaque (fuitos de  cosecha recich procesados),  E2, frdes

salidos de enapaque mds 4 dias a 20 °C (fr`Itos mad`iros y jngosos) E3. frutos salidos de

enDrmue y almacenados por 21  dias a 4 °C (qupaque + 4 °C) y E4, frutos salidos de

emmpaque, almcenados por 21  dias a 4 °C nhs cuatro dias a 20 0C (fr`ros meduros y

harin-).
Pan constr`rir estas genotecas, en nuesto laboratorio se extrqjo RNA de  10 frutos de

coda estadio  (Meisel }/ cch, 2005) y se gener6 pooles de RNA para cads uno de ellos.

mezclando cantidedes equivalentes de RNA de cada fruto. El aislaniento dct mRNA, la

construcci6n de lps genotecas y la seeuenciaci6n de los ESTs, fueron realizados per la

empresa Agencourt Bioscience Coporation (www. agencourt. com ; USA).

Lag secuencias obtenidrs fueron procesadas de manera que se elinin6 aquellas de mala

calidad  y  se  ermrascar6  y  elimin6  secuencias  provenientes  del  vector  donde  estan

clonadas. Con esto se obtuvo `m total de 45519 ESTs  de buena calidad de al memos 100

pb (vi]or Phred Q > 20:;  Ewing y Green,  1998)  Para determhar si  alg`ms de estas

secuencias perteneeen a un mismo gen, se lle`fo a cabo un agr`ipaniento de estas usando

el programa de ensanble de secuencias CAP3 con log parimetros 95/60, es decir, 95 %

de ideutided y un ininimo de 60 pb de alineamiento. Como resultado se obtuse un total

13



de  4.169 contigs los cuales estin corstituidos per 38.858 ESTs. El recto de ESTs que no

ensanblaron con  ninguna  otra  seeuencia  se  denominan  singletons  y  conesponden  a

6.661  ESTs.  Sumando el ndrero de contigs y singletous tenemos un total de  10.830

unigenes (6 genes tinicos). El procesaniento de seeuencias foe trahajo realizado per la

unidrd  de  bioinformanca  existeme  dento  del  proyecto  de  Gen6mica  Funcional  en

Necrfues.

Los anflisis de expresi6n dicttal basedos en la chundancia de ESTs que compenen a

cada condg, se realiz6 con el metodo descrito per Audio y Claverie (1997). Este trabajo

foe realizndo per Andfes Tittarelli en el desamllo de su tesis de pregredo a.itarelli y

col, no publicedo), En el presente trahajo se utiliz6 esta infomaci6n pare observar el

perfil de expresi6n de los unigenes que resultaron de intends.

4.2 Identifi¢aci6n y aDflisls de seouencla de PpCBF

Usando  la  base  de  datos  de  urigenes  diaponible  dentro  del  proyecto  de  Gendmica

Funcional en Nectarines, se hizo urn bdsqueda de posibles ct6logo de CBF1, CBF2 y

CCBF3 mediaute tBl8sIN.   La prediccidn del mareo de lect`ira abierto (ORE) dento del

uniunigenquerepresentaelposiblegenon6lqgodeCBFenJ7eirmspersfoqserealiz6con

hherranientas diaponibles en el servidor de prote6mica EXPASY (www.exDasv.org).  La

predicci6n de secuencia aninofcidica y estructuras secunderias dento de ella se rcaliz6

con  herranientas  disponibles  en  ct  servidor  ya  menciomdo.   El  posible  orf6logo

idendficedo, fue alincado con la familia DREB1/CBF de Arabidopsis y con ch6logos de

otras especies vegetates usando Clustalx.
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43.{lonamiento de PpCBF en vector pare expresi6n en planfas

43.I.-Clonamiento de PpCBF en el vector pENTR"m-TOPO

EI     PpCBF  se  clone  usando  el  sistema  `tiENTR"  Directional  TOP0  Cloning"

(Invitrogen, NI  de  cat.  45-0219).  Los partidores  usados pars anplificar el  maco  de

lectlm             abierto             de             PpCBF             fueron             F-LM228             (5 '

CACCATggACATgTTCTCcgcTCAgcT            3 ')            y           R-LM229            (5'

TCAgATAgAgAAACTCCATAATITggcATC 3'). La secuencta CACC destacada en

el   partidor   F-LM228   es   requerida   por   el   sistema   de   clonamiento   utilizado.   El

anplificado  que  tiene  un  tamafio  de  693  pb  fue  obtenido  en  rna  reacci6n  con  los

siguientes   componentes:   Tanp6n  de  reacci6n,   Mgs04  2   mM,   dNTPs   0,2  mM,

025 mM de cada partidor, 0,75 U de PJSirurbo® y como templedo se us6 una diluci6n

1:500  de  un vector PDNR-1r que  tiene  clohado  el  CDNA de  PpCBF  ail  vector fue

obtenido de rna genoteca de CDNA generada en el Proyecto de Gen6mica Funcional en

Nectarines). Las condiciones de la reacci6n  de PCR fueron una denatunci6n inicial de

95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 2

min, con urn exteusi6n final de 10 min a 72 qc.

El producto de PCR se mezcl6 con el vector PENTR en proporci6n aproximada de 3:1,

esto se dej6 incubar durante 30 min a temperatura ambiente y luego se transform6   E.

co/i como se describe en la secci6n 43.2.
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432.-Tmnsfomaci6n de E  co/z. de alto competencia con el constructo I]ENTR-

PpCBF

Para   transfomar   se   usaron   "One   Shot®   Competent   E.   co/i"   (Invitrogen)   que

corresponden a cepas DH5Ch que presentan rna alta competencia.  Se tomb 2 ul de la

mezcla  de  amplic6n  ftycBF  con  vector  PENTR  descrita  en  la  secci6n  43.I,  y  se

daposit6 en un trbo con  100 pl de   celulas competentes.   Ira transformaci6n se llevd

cabo como se describe en el manual de usuario del kit `bENTR" Directional TOPO

Cloning". La selecci6n foe ledizada en places con medio LB s61ido suplementado con

kananicina.  Aquellas  colonies  que  lograron  crecer  fueron  inoculadas  en  medio  LB

Ifquido con kanamicina y se les aisl6 el   vector por medio de rna minipreparaci6n de

DNA plasmidial (secci6n 4.12). Los vectores alslados fueron chequeedos por digestion

con las enzimas EcoRV y Hindlll de acuerdo  a las instrucciones  del  fabricante.  Los

clones positivos fueron denominados PENTR-PpCBF y uno de ellos fue confimado por

secuenciaci6n.

433.-  Recombinaci6n  entre  les  vectores  |]ENTR-PpCBF  y  pGW82:   sistema

Gateway.

ha recombinaci6n entre el vector de entrada PENIR-PpCBF y el vector de destinaci6n

pGW82 se realiz6 con la enzina LR clonasa de Invitrogen (Gateway ®LR clonase"

enzime mix. N° de catalogo 11791-019). El vector de destinaci6n pGW82 corresponde a

un vector binario que permite la expresi6n ect6pica del gen clonado, debido a que este

queda fusionado n'o abajo del promoter CaMV35S a3ste vector fue donado por el Dr. T.
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Nakagawa  de  la  Uriversidad  de  Shimane,  Jap6n).  La  reeombinaci6n  y  posterior

transformaci6n de E.co/i.  se  llev6  a echo  siguiendo el procedimiento  sugerido por el

fabricante. La selecci6n de bacterias transformantes se realiz6 en places de medio LB

con higrondcina (50 pug/inl) y kanamicina (100 pg/nd). Para buscar lag transfomantes

que tienen el vector pGW82-PpCBF se rcalizaron minipraparaciones de DNA (secci6n

4.12)  y digestiones con la enzima Hindlll.

43.4.-  Tran8formaci6n  de ,4grz7drcfe«.pin  /zrme/qcfems    con  el  vector  pGW82-

PI,CBF

Se mezclaron 10 ul DNA plasmidial obtenido por medio de rna Midiprap (secci6n 4.13)

con   100 ul de celulas competentes de la cepa GV3101 previamente descongeladas en

hielo. ha mezcla se congel6 en ritr6geno liquido durante 5 minutos, luego de lo cunt fue

inoubada durante 25 min a 37 °C. Pasado este tiempo se agreg6 medio LB suplementado

con gentanicina   (100 wg/nd) y rifanpicim (10 Lig/nd) ®ara la selecci6n de la cepa

bactedana) y se dej6 crecer la bacteria durante 3  h a 28 °C.  Luego se sediment6 las

bacterias per centrifugaci6n y se plaquearon en medio LB s61ido suplementndo con los

antibi6ticos pan selecci6n de cepa ademds de kanamicina (loo pg/ml) para selecci6n

del vector. Lag bacterias se dejaron crecer durante 2 dies a 28 °C, que corresponde al

tiempo suficiente para que las colonies se hicieran visibles a sinple vista.
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4.4.- Transfommci6n de 4r¢b#opsis fha/f.o7za per el mftodo de floral dip

El  m6todo  de  floral  dip  descrito  por  Clogh  y  Bent  (1998),  se  aplied  de  la  manera

siguiente: Se crecieron bacterias de .4.  fzime/¢c7.eus de la cepa GV3101  trmsfomadas

con el vector pGW82-PpCBF hasta rna deneidad 6ptica entre 0,6 y 0,8. Estas bacterias

fueron sedimentadas por centrifugaci6n durante 10 min a 4.000 g y luego resuapendidas

en  el  medio  de  infiltraci6n  (sacarosa  5  %,  Silwett  L-77  0,05  %)  en  un  volumen

equivalente al que fueron crecidas. El tejido adreo de plantas de Arabidopsis crecidas

durante  6  semanas  tresentaban  un ndmero  hajo  de  sificuas)  fue  sumergido  en  esta

resuspeusi6n durante 6-10 s, luego de lo cual estas plantas fueron depositadrs de manera

horizontal  en  bandejas,  las  cuales  se  mantuvieron  en  oscuridad  per  toda  la  noche.

Pasado este periodo, lan plantas se pusieron en orientaci6n vertical y se dejaron en una

edmara de cultivo hasta la obtenci6n de silicuas madulas y secas.

4.S.- S€Iecci6n de Ambidopsis transg6nicas

Las semillas de las plantas transfomadas se esterilizaron y fueron sembradas en placas

de medio MS suplementado con kanamicina (100 ng/rfu; secci6n 4.1|2). Al cabo de

una  se]nana  se  analiz6  aquellas  plantas  que  son  capaces  de  aecer  en  el  medio  de

selecci6n, que se evidencian por la coloraci6n verde de sus hojas. Se hizo un conteo de

las   plantas   resistentes   a   kanamicina   y   con   eso   se   determin6   la   eficiencia   de

trasfomaci6n de la siguiente manera:

Eficiencia de transformaci6n =  a]lantas resistentes/total de semillas sembradas)* loo

(ecunci6n I)
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Luego de tres semanas de crecimiento en lag placas, las plantas se trapasaron a tierra y

se dejaron crecer hasta la obtenci6n de silicuns machms y secas.

4.6.- Analisis de €xpresi6n de genes del regul6n CBF en plantas de Ambidopsis que

expresan PpCBF, con la tecnica de RT-PCR

4.6.1.- Extracci6n de RNA total desde hojas de j4mbjdopsis lAa/I.a7za que expresan

PpCBF y silvestres

Se homogeniz6 aproximadanente 70 mg de hojas de roseta de Arabidopsis silvestres y

Arabidopsis que expresan ectdpicamente PpCBF en nitr6geno liquido para asegurar que

el tejido se encuentre congelado.

A] tejido completanente pulverizndo  se le agreg6  I  ml de  reactivo Trizolrm,  y  esta

mezcla se agit6 usando Pellet PestleMR con un motor. Luego de inoubar durante 5 min a

temperatun arnbiente (TA) se agreg6 200 ul de clorofomo, se agito e incub6 por otros 3

minutes a TA. La mezcla se centrifug6 a 11.500 g por 15 min a 4 °C. Se recuper61a fase

acuosa y se mezcl6 con 500 prl de isopropanol. Posterior a rna incubaci6n por 5 min a

TA se centrifug6 tat como en el paso anterior.  El pellet fue lavado con etanol 75  %

®rapndo  con  agua-DEPC)  secado  y  finalmente  resuspendido  en  ague  libre  de

nueleasas. Se guard6 a -80 °C hasta el momento de su uso arotocolo adaptado de Gibco

BEE).

4.6.2.- Rcacciones de tmnscripci6n reversa prra ]os RNAs de Arabidopsis

Las reacciones de transcripci6n reversa se llevaron a cabo usando el sistema "Improm-

11" Reverse Trasncription System" de Promega av° cat. A3802). Para cada reacci6n se
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us6 1,5 LLg de RNA total en un volumen de reacci6n de 20 prl. Esta mezcla de reacci6n

esth coustituida de la manera siguiente: 1,5   peg de RNA total; 0,5 pg de mRNA control

de kanamicina; Oligo (dT) 25 ng/rtl; tanp6n Improm-II" lx; Mgc12 5 mM; dNTPs 0,5

mM; 20 U de lnhibidor de ribonucleasa recombinante RNasin® y 1,0 prl de Transcriptasa

Reversa  lmpromll".  Paralelanente  se  realizaron  reacciones  donde  estan  todos  los

componentes  de  la  mezcla  a  excapci6n  de  la  Transcriptasa  Reversa.  Se  hicieron

triplicados biol6gicos para las plantas silvestres y transg6nicas. La reacci6n se llev6 a

cabo en un temociclador, usando un progrania en el cual se incuba a 25 °C durante 5

man para permitir el alineamiento de los partidores OligordT, seguido de urn incubaci6n

a 42 °C por 4 horas para permitir la exteusi6n de la hebra de CDNA, para finalmente

inoubar a 70 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima.

I,a calidad de la reacci6n se confim6 con un PCR en que se amplific6 el control de

kanamicina con los patidores Kan-F (5'  gccATrcTCACcggAITCAgTcgT 3')    y

Kan-R (5 ' AgccgccgTCccgTCAAgTCAg 3 ').

4.63.- Analisis de expresi6n de genes del regtil6n CBF  en plantas de Ambidopsis

que expresan ect6picamente PpCBF mediante RT-PCR

Como  templado  para la  reacci6n  de  PCR  se  us6  rna  diluci6n  1:100  de  los  CPNA

obtenidos en la secci6n anterior. Para amplificar un segmento de Ppcb/ se usaron los

partidores F-Lue28 (5' CACCATggACATgTTCTCcgcTCAgcT 3') y R-LM229 (5'

TCAgATAgAgAAACTCCATAATITggcATC 3.) los que dan un anplificado esperado

de       693       pb.       Para       Wrcor4/4       los       partidores       son       F-LM241       (5'
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TCTgTrATgcTgcTccgATITc 3 ') y R-LM242 (5 ' ccccTrcITgcTrcccTCTI`AT

3') que anplifican un fragmento eapendo de 309 Pb. Cor76 se anplific6 con F-LM243

(5 '            CTggcgAAgggAAgACCTggAT            3 ' )            y            R-LM244            (5 '

ggTAACTrcgTcgTCAcggcAg 3')  obteniendo un anplificado esperedo  de 380 pb.

Pan   el    caso    de    galactinol    sintasa    se    usaron    los    partidores    F-LM245    (5'

CCAAgccTCCCCACTTATI`AC                3 ')                y                R-LM246                (5 '

AAgAgACTcgTcgTTGTAAATg 3' )    que anplifican un frogmeuto eapendo de 312

pb. .rero2 se analizd con los patidores F-LM329 (5' TCACCAgAATCAAACcggAgTg

3') y R-LM330 (5' CCATAAgccgTgTTAgTCCCAg 3') que amplifican un frogmento

esperado     de     384     pb.     Los     paridores     pan    actina     fuerm     Actin-F     (5'

cACACTITCTACAATBAgcT 3.) y Acth-R (5' 8cABTgATCTCTTrgcTCAT 3') io§

cuales dan un amplificado esperedo de 693 pb.

La  mezcla  de  rcacci6n  est6  coustituida  de  la  manera  siguiente:   1X  de  tanp6n  de

reacci6ng  Mgc12  1   mM,  dNTPs  02  mM,  0,25  mM  de  ceda    partidor,  Taq  I)NA

polimerasa  y  2  ul  de  templado.  Las  condiciones  pan  la  reacci6n  incluyeron  una

denaturaci6n inicial de 5 min 94 °C, seguide de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por

30 s y 72 °C par I inin. Se hizo uno extension final de 10 min a 72 °C.

4.7.-IdentifroacteB de posibles genes ort6logas dct regulfn CBF en J}«nngpersdra

La secuencia aminofcidica de genes del reg`116n CBF de Arabidopsis se obtuvo a pardr

de la base de datos TAIR www.arabido . Esta secuencia se utiliz6 para llevar a

cabo una biisqueda de posibles genes ort6logos en las bases de datos de secuencias de

jfro»z/Spersz.cz7 generadas dentro deL proyeeto en que se enrmrca esta tesis. Ifa bdsqueda
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se  realiz6  utilizando  el  prograna  tBlasIN,  teniendo  en  cousideraci6n  que  un  nivel

significativo de similitud esta determinado per un E-value de 10-7. La secuencia de los

posibles ort6logos obtenidos fue utilizada para correr un Blastx contra las bases de dates

de protchas (AGI proteius) de Arabidopsis usando la p5gina de TArn Esta metodologfa

que cousidera un "blast bidkecciond", tiene como objetivo deterndnar que el mejor hit

en una direcci6n,  se conesponde con el  mejor hit  en la direcei6n  opuesta.  Pan los

posibles ort6logos obtenidos, se analiz6 el perfel de expresi6n digital con el objetivo de

observar so expresi6n frente al tratamiento con hajas temperaturas tsenotecas El y E3).

4.8.- Anfhiis  dc  expresi6n de poril)lee genes  ort6logos  del reguldn  CBF,  con el

mctodo de trauscripci6n reversa acoplado PCR en Tiempo Real aITqpcR)

4.8.I.-Extmcti6n de RNA total de frutos de durazno

La extracci6n de RNA total a partir de frutos de dimzno se llev6 a cabo utilizando el

m5todo  descrito  por  Meisel  y  col  (2005).  Distintas  inuestras  congelndas  de  frotos

proverientes de los 4 estadios de postcosecha fueron molidas en presencia de nitr6geno

liquido,   usando un mortero previamente esterilizado (en homo duraute 3 horas a 180

°C) y enfriado. El polvo generado a pardr de las muestras foe dapositado en un tuba que

contenfa tampon de extracci6n (CTAB 2 % a/v), PVP ®M 40.000) 2 % a/v), Tris-

Hcl ®H 8,0) 100 mM, EDTA 25 mM, Nacl 2 M, eapermidina trihidroclomro 0,05 %,

B-mercaptoetanol  2  %  (se  agreg6  justo  antes  de  dapositar  el  polvo))  previamente

calentado a 65 °C.  La mezx3la generada se mantuvo durante 15 min a 65 °C, luego de lo

curl se hizo rna extracci6n con igunl volumen de cloroformo: alcohol isoamflico (24:1).

Ia fase acuosa fue reeuperada luego de que se hiciera una centrifugaci6n a  12.000 g
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durante 30 min de la mezcla de extracci6n. Sobre esta fuse acuosa se llev6 a cabo rna

nueva extracci6n tal como la anteriomente descrita, y la nueva fase acuosa recupernda

fue mezclada con 025 voldmenes de LicI, mantenidr a 4 °C durante toda la noche y

posteriormente centrifugada a 12.000 g durante 20 min para lograr la precipitaci6n del

RNA. Luego de eliminndo el sobrenadante, el preeipitndo se resuapendi6 en 500 prl de

SSTE O¢acl 1 M, SDS 0,5 %, Tris-Hcl 10 mM ®H 8,0), EDTA 1 mM ®H 8,0)) y fue

transferido a un tubo de microcentrifuga. La muestra fue sometida a urn extracci6n con

igual volunen de clorofomo: alcohol isoandlico, en la cual la fuse acuosa se recuper6

luego  de centrifugrr a  14.000  g por  10 min a 4 °C.  Para precipitar el  RNA, 6ste se

mezcl6 con 2 volinenes de etanol 100 % y se incub6 durante 3 horas a -80 °C, 1uego de

lo cud se centrifug6 a 14.000 g por 20 min a 4 °C. El pellet foe lavado con etanol 75 %

y secado a temperatura anbiente. El pellet se resuapendi6 en agua libre de nueleasas y se

guard6  a  -80  °C  hasta  el  momento  de  su  uso.  Todas  las  soluciones  utilizadas  se

prepararon con agua tratada con DEPC.

4.82.- Cuantifi€aci6n y anflisis de calidad de ETA total de frutos de durazno y

Arabidopsis

La  concentraci6n de RNA total  se  midi6  en base  a la absorbancia a 260 nm en un

espectrofot6metro Q'erkin Elmer, rmA 2000). Las muestras de RNA fueron diluidas

100  veces en agua libre  de nucleasas y la Concentracich  se  calcul6  de acuerdo  a la

siguiente expresi6n.

SSRNA (pg/Hl) = A2co x 4  (eouaci6n 2)
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La pureza del RNA se detennind haciendo rna relaci6n A26OfA28o que debe estar entre

1,8-2,0, para asegurar que no existe contaminaci6n con DNA. La integridad del RNA

total se analiz6 con un gel  1,5 % de agarosa, el cual fue preparado con MOPS  IX, y

formaldehido  1,1  %.  La muestra de RNA se mezcl6  con formamida, formaldehido y

MOPS y se dermutur6 a 70 °C durante 10 min. Previo a cargar la muestra en el gel se

ngreg6 el colorante (dzul de bromofenol (1 %): Bromuro de etidio (1 mg/inl) 1 : 1). El gel

se  cond6  en rna calnara  con  MOPS  IX,  con rna diferencia  de potencial  de  150 V

durante 30 min. La visualizaci6n se llev6 a cabo con luz UV. En el caso del durazno la

integridad del RNA se determine por la presencia de las bandas de rRNA de 28S y 18S,

Para Aral>idopsis se visualiz6 las bandas de rRNA 26S, 18S y 7S.

4.83.- Reacciones de transeripci6n reversa alT) pare log RNAs de durazno

Las reacciones de transcripci6n reversa se llevaron a cabo usando el sistema "hiprom-

11" Reverse Transcription System" de Promega Q1° cat. A3802). Para coda reacci6n se

us6 2,5 ug de RNA total provenientes de los estadios E1, E2, E3 y E4 en un volumen de

reacci6n de 20 Ill.  Lan condiciones papa la reacci6n fueron las mismas que en la secci6n

4.6.2. Se hizo triplicado biol6gico para cads uno de los estadios analizados.

4j!.4.-An£Iisis  ouantitathro  de  expresi6n  g6nica  medinnte  reacci6n  de  PCR  en

Tiempo Rca[

Las reacciones  se l]evaron a cabo  usando el  sistema "Lightcycler®   Faststart DNA

Master SYBR Green I" de Roche Or° cat. 12 239 264 001). Se us6 un volumen total de
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reacci6n de 15 ul que contiene 50 a 200 ng de templado de CDNA (dapendiendo del gen

a anplificar) de log estadios El, E2, E3 y E4, Mgc12 3 mM, 0,3 mM de coda partidor,

dNTPs, tampon de reacci6n, SYBR Green I y Faststact Taq DNA polimerasa aos curfuo

tltimos componentes estin incluidos en una mezcl8, que se us6 de acuerdo a lo indicado

por el fchricante). Los partidores usados para amplificar un segmento del gen PpC'b/

fueron    F-LM23l     (5'     AAgTgggTATgTgAgTrgAgAg     3')     y    R-LM232     (5'

gcTgAgcATTgAggTggAgA   3')  que dan un amplificado eaperado  de 416  pb.  Para

Pmez. los prrtidores  fueron F-LM233  (5'  CTAcgccACTrcAATCCAgcA  3')  y R-

LM234 (5' CAgTgAAAgcAgcACTAACCC 3.) que anplifican un frogmento esperado

de    290    pb.    Para    Wcor4j3    se    us6    el    par    de    partidores    F-LM237    (5'

TrcAACATCTrcAggggACAg 3') y R-LM238 (5'  cAccAATgcccAAACAgg 3')

que amplifican un frogmento esperado de 327 pb. Para la deshidina .Xero2 se usd F-

Dx2 (5'  ccAAAccAAA8ccAgITrgATI`cA 3') y R-Dx2 (5'  ccA88TliTBTAT

gAgTgccgTA 3') que generan un fragmento esperedo de 259 pb. Para la kan8micine

los partidores fueron Kan-F (5' gccATTCTCACcggATrcAgTcgT 3')    y Kan-R (5'

AgccgccgTCccgTCAAgTCAg 3') los que dan un anplificndo esperado de 323 pb.

La condiciones para la reacci6n fueron: 95 °C durante  10 min para activar la enzima,

seguido de 35 ciclos de 95 °C por 2 s, 62 °C ®ara el caso de PpC% prcor4J3, JFero2 y

kanamicina) 6 64 °C ®ara Pmej) per 10 s y 72 °C por 20 s. Al final de coda ciclo se

midi6 la serial de fluorescencia que emite el SYBR Green cuando se intercala en una

doble hebra de DNA anplificado, utilizando el canal F1  (530 nm) para realizar dicha

medici6n. Una vez terminado los 35 ciclos se procedi6 a un peso adicional que demtuna

los anplificados subiendo paulatinanente la temperatura desde 62 °C (fpcb/; Wcor4j3,

25



JFero2 y Kanamicina) 6 64 °C (Pmel) hasta 98 °C. En este peso adicional se midi6 de

manera continua la fluorescencia del SYBR Cheer, para construir rna curva de melting

quepermiti6determimrsielproductoaniplificadoconespondealesperado.

Para cada gen en cuesti6n  se constniy6  una  curva estandar,  usando  como  templado

dilueiones  seriadas  de  100  pg    a  10  fg  de  un  anplic6n  purificado  pan  cada  gen

analizedo.  Lag  condiciones  de rcacci6n  son  las misrms  que para las  reacciones  con

CDNA. Con esta curva estandar fue posible determinar la concentraci6n de templado de

ceda gen en los distintos estadios de postcosecha, usando el "Light Cycler Softwde"

version 3.5.  ha concentraciones obtenidrs fueron normalizadas con la concentraci6n

obtenidrpanelcDNAdekanamicinayluegograficndos.

4.9.- En8ayos de tran8fo]'macl6n transiente €n  distintrs variedades  de frutos  de

dqrano

Se  hicieron  cultivos  de i4.  /.Inie/¢cJ.eur  transformados  con  los  vectores  de  pGW82-

PpCBF,  pBIlo1.3-DX2=GUS,  pBIlol.3  y  p8112l,  en  medio  LB  suplementado  con

kanamicina (100 pug/nd), rifampicim (10 nghi) y gentamicina (100 pg/ul). Los cultivos

crecieron durante aproximadanente 2 dias a 28 °C hasta alcanzar un deusidad 6ptica

entre 0,6 y 0,8. Las bacterias se sedinentaron y fueron resuspendidas en medio MMA

Ors, RES 10 nM ®H 5,6), sacarosa 20 gA, acetosiringom 200 plo de tal manera de

obtener rna deusidad 6ptica de 2,4 aproximadanente. Esta suspeusi6n bacteriana se us6

papa inysctar frutos frescos de duranos de las variedndes Autum Red, 0' Henry y Rian

Sunb haciendo uso de una jeringa de  1  ml con ag`jaL Para co-infiltraci6n de cultivos

bacterianos transformados  con distintos vectores,  se mezclaron volinenes iguales de
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cads uno y 1 mL de esta suspeusi6n se utilize para inyectar los frutos. ha actividad de

GUS se observ6 luego de 3 dias, durante los cuales los frutos fueron mantehidos a 25

OC.

4.10.-Tinci6n I]istoquinica de GUS pars fruto8 inffltrados de durazno

Se  obtuvieron  trozos  infiltredos  de  durazno,  haciendo  uso  de  un  sacabocados  de

aproximadamente 1 cm. de dialnetro. Los trozos fueron completanente sumergidos en la

soluci6n que permits observer la actividad de GUS ur2HP04 0,72 M, KH2P04 0,17 M,

K3Fe(CN)6 0,5 mM, K4Fe(CN)6  0,5 mM, 1X Triton X-100,   EDTA 12,7 rfu¢ metanol

20 % (v/v), XTGluc 0,5 rfu4 (este se agrega al momento de usar)).   La preparaci6n fue

sometida a vacio durante 30 mill luego de lo cual se incub6 a 37 °C durante toda la

noche.  Trauscurrido  este  tiempo  de  incubaci6n  se  observaron  los  tejidos  y  se  hizo

registro fotogrifico de ellos.

4.11.-Material Biol6dco

4.11|r Crecimiento de A»bjchqpsis lfraife»¢

Las  semilhas  de j4rdejdqpris lhaJiowa ecotipo  columbia (Core)  y  lincas transg6nicas

fueron esterilizadas Oun lai\rado con etanol 70 %,  segirido de un lavado con cloro   y

finalmente 3 lavados con agira estffl) y posteriomente incubates a 4 °C en oscuridad

por   un   periodo   de   24   dias.   Las   semillas   fueron   germinadrs   y   crecidas   por

aproxinadanente 2  semanas  qu placas  con nredio  MS  s6lido  0,5X  (2,16  g MS/I  de

medio) saplementado con kanamicina (loo [ig/inl) en el caso de las transgchicas. Pasado
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este periodo,  las plantas  fueron traapasadas a rna mezcla de  tierra:vermiculita  3:2 y

fueron crecidas a rna temperatura de 22-23 °C con un fotoperiodo 16:8 auz: oscuridad).

4.\1.2.- Credfroeuto de baicterfuis Eschericl.ia  colt i Agrobacterium lumof ;ociens

Las bacterias jr. co/z. de la capa DH5o fueron crecidas en medio LB l{quido ®eptona 1

%,  Nacl 1 % y extracto de levndura 0.5 %) y s6lido (a la mezcla anterior se le agrega

1,5 % de ngar) durante  14-16 h a rna temperatura de 37 °C, con una agitaci6n de 250

rpm en el caso del cultivo h'quido. 4. f"me/z7cz.eus, de la cepa GV3101, fue crecida en los

mismos medios antes mencionndos, dunnte 36 h a una temperatura de 28 °C. En el caso

de E. co/r' los antibi6ticos de seleeci6n fueron kanamicina (loo peg/nd) e higromicina (50

prg/hal)  Gl  primero  para  bacterias  trasnformadas  con  PENIR-PpCFB  y  anbos  papa

bacterias trasnformadas con pGW82-PpCBF). Para 4. free/acz.eus se us6 gentanicina

(100  pg/inl)  ndends  de  los  antibi6ticos  antes  sefialedos,  prra  seleccionar  bacterias

transformadas con pGW82-PpCBF.

4.12.-  hfuipreparaciones   de  DNA   plarmidinl   pars   e]   chequeo   de   bacterias

transformanteEL

Cultivos de 1 ml de  E. co/;. fueron crecidos en medio LB con kanamicina durante toda la

noche  en  tubos  de  microcentrrfuga  estdiles  en  las  condiciones  que  se  indica en  la

secci6n 4.112. El cultivo se centrifug6 20 s a 14.000 xpm en microcentrffiiga, luego de

lo curl se vaci6 el sobrenadante y las bacterias fueron resuspendidrs en el volumen de

medio remanente (aproxinadanente 50 prl).  Se agreg6 300 ul de TENS (Tris  10 mM
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®H 7,5), EDTA 1 mM ®H 8,0), NaoH 0,I N y  SDS 0,5 % a/v)) para efectuar rna lisis

alcalina de las celulas bacterianas. Esta mezcla se agit6 y se agreg6 150 pl de KAc 3 M

®H 5,2) para preeipitar los desechos celulaes y el DNA cromos6mico. Luego de rna

fuerte adtaci6n se precipita los desechos por rna centrifugaci6n de 2 min a 14.000 rpm.

El sobrenadante se traspas6 a un tubo limpio y se mezcl6 con 800 ut de etanol 100 %,

luego de lo cual se centrifug6 2 min a 14.000 rpm.  Se elinin6 el sobrenadante y fue

lavado con I ml de etanol 80 % frio. EI DNA fue resuspendido en ague con RNAsa (I

Lig/hi) y guardado a ~20 °C hasta ser usado quodificedo de Zhou y col, 1990).

4.13.- Midipre|)s de DNA plasmidi8l

Cultivos de 100-150 ml de E.  coJr. transformadas con el vector pGW82-PpCBF fueron

crecidos en medio  LB  suplementado  con higromieina (50  LLg/hi) y kanamicina (100

pug/ul). La extracci6n de DNA plasmidial se llev6 a cabo de acuerdo a las indicaciones

del fabricante (Wizard ® Plus Midipreps, N° de catalogo A7640. Promega)

4.14.- Ele€troforesis en geles dc agaro8a pars anflisis de DNA

Se preparann geles de ngarosa I % a/v) con tamp6n de corrida TAB IX (Tris-acetato

40 mM; EDTA lmM ®H 8,0))  con bromuro de ctidio (0,I mg/inl). El macndor de peso

molecular utilizado conesponde a "1kb DNA Ruler" QTementas). Para ser cargadas, las

muestras de DNA se mezclaron con la cantidad edecuada de tamp6n de carga 6X (dzul

de bromofenol 0,25 %, xilen cianol 0,25 % y  glicerol 30 %). La corrida se realiz6 con

tanp6n TAE IX, aplicando una diferencia de potencial de 100 V durante 30 a 40 min.
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5.,- EnrmTAus

5.Ir  ldeDtificaci6Ii  de  posibles  orf6]ngce  de  la  fomilia  DREBlveF  en  J7AreAng

ien§iea

Dentro de log 10.830 unigenes generados a partir del proyecto de Gen6mica F`mcional

en  Nectarines  en  el  cual  se  desarroll6  esta tesis,  se  eneontr6  un  contig  (¢ontig85l)

constituido por 7 ESTs que codifica pars un posible factor de transcripcidn CBF. A este

posible  gen  ortologo  se  le  denomin6  JPGfar (Jfroznefs  persfo¢  CBF).  El  largo  del

condg851  es de 860 giv de las cuales 693 giv comeaponden al manoo de lectura abierto

complcto papa la posible proteina a7igtm 2).

Ira secuencia predicha tiene un largo de 230 aninofcidos, un peso molecular de 21.6

kDa y un punto  isoeleedco  de  6,18  (www.exDasv.org).  El  analisis bioinfomatico  de

estruct`ms secundarias, muestra que hay tree posibles sabanas P  (aminofroidos 65rf 7,

73-75, 8487) y rna helice a (aminofcidos 94-109) Qiigura 2)

Ie comprraci6n de esta secuencin con las de fa famiLia DREBlroBF de Arahidopsis y

orti.hogos de oms phrfuas (Prunus  avium. Malus domestica,  Or)raa sattva y Brassica

iaqpzAs}  ewidencia la conservacich de  algunos motives  qure  son  caracteristicos de  este

tipo de factores de transcripeich a{ig`m 3; Tal>lal). Estos mctivos correaponden a las

seeueneias ETRHP y DSAWRL que flanqucan a un dominio de unich a DNA AP2 per

el anino y cafooxilo termiml respectivanente (Stocldnger y col.  1997; Dobunct y col,

2003;  Kitashiba y col, 2004;  Zhang y col,  2004)  ha extension del dominio AP2  de

PpCBF es desde el aninoftido 60 haste el 117, de manera que las putatives estructuras

sec`mderias antes enunciadas se enouerfun denfro de dicho dominio,
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Flgi.in 2:  El  porible orfulogo de CBF  en JhAAmrs persiafty codffin  urn protefm de  230
aminoacldos. Derfuo de la base de dates de unigenes generndos en el proyscto que en que se
enmarca esta tesis, se enconfro un Contig constituido por 7 ESTs que codifica urn secuencia de
230 aminodcidos.   I~a predicci6n bioinform6tica para esta secuencia indica que se trata de rna
proteina con urn masa molecular de 21.6 kDa (www.exDasv.ort2).  I.os aminofroidos que se
encuentran enmarcados dentro de una flecha indica que podrian fomar una sdbana P,
mientras que para los aminofcidos denfro de la cinta se predice una estructura de  helice
co (www.exDasv.org).

El analisis de expresi6n de j'grb/ usando  RTqpcR indica que este  gen  se  expresa

preferentemente  en  frutos  no  meduros  que  estin  saliendo  de  tratanientos  de  ffio

(estadios El  y E3; Figura 4).  La mayor expresi6n se observa en muestras expuestas a

ffio  por periodos  cortos  de  tiempo  a3l),  siendo  signfficativamente  menor (t-student;

p<0.05),  cuando  el  trataniento  de  frfo  es  de  mayor  duraci6n  (E3)  y  pricticamente

indetectable en frotos maduros que ham sido expuestos a 20 t durante 4 dlas a32 y E4).
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Figure 3: PpCBF p[rsenfa motives que estin conservados en ort6]ogus de otras especies
vegetates. El alineaniento de CBF de Prmizzus pers7.ct7 (Pp) con la fanilia CBF de 4rchjdopris
fha/i.ana (At)  (CBFl,  2  y  3),  CBFl  de "aha do"esr!.ca pud),  CBFl  de Zfromas  ovz.win (Pa),
OsDREBl  de  C»:yea  Sof7.va  y  CBFl  de  BrussJ.ca  »qpaLs  ®n),  muestra  3  regiones  altanente
conservadas  entre estas secuencias: Urn putativa sefial de destinaci6n al ndeleo (linea continua),
el dominio AP2 de union a DNA (puntos cundrados) y el "CBF signature" calacten'stico de este
tipo de factores de transcripci6n (puntos ciroulares),  El alineamiento se rcaliz6 con el algoritmo
Clustalx y la visiralizaci6n de este con http://www.ch.embiiet.org/software/BOX_form.hlm I.
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Tablal: Idenfflnd eDtre PpCBF y genca ortologco de otras espedes vegetates. A nivel de
peteina completa PpCBF pesenta porcentajes de identidad que en casi todos los cases supers el
50%.Elporcem¥jem4sbqjoesenhaconpae¢idrconAmz{OsDREBLLloqveprohablenente
se  explique  por  la  niayor  distancin  filogenetica  que  exlste  en  enhe  estas  especies.   ha
comprmci6n de secuencias en el dominfo AP2  muestra altos porcent?jes de  identidad.  Io que
refleja  la importancia de este dominio en  la funci6n de  la proteina.  ha sefial de  destinaci6n
nuclear y el tBF sigrmtune" se encuentran muy oonservados enbe todrs lag especies, existiendo
solo algunas diferencias puntuales indicadas en  letras de Color anil. ha nctaci6n de  log genes
ort6logos de CBF es ha misma aue se utiliz6 en la Firm 3.

G€p orffty d¢ CBF(neccoNCBD
% Idontidnd con P.nersha Seam dedeBtinad6Dnuclear

CBF foigmture"
PbotefrocomD]etD DominfoAP-2

PoCBF loo loo PKRAGRRV ETRln-DSAvmu
AtcBFi Or56772i) 51 76 PKKPAGBK ETRHp-DSAun
AtcBF2Or5677i9t 53 77 pRrmAGRKK ETRID-DSAWRL
AtcBF3 Or56772Ot 52 79 PKKPAGRK ETRlp-DSAun
MdcBF I (AAZ20446) 56 79 PKKRAGRKK ETRln-DSARRL
PacBFl  (BAD27123) 77 94 PKKRAGRRV ETRlm-DSAWRL
BncBF  (AAL38242) 45 76 PKKPAGRKK ETRIIf-DSAWRL
OsDREB I (AAQ0665 8) 39 53 PKRPAGRTK ETRHP-DSAWLL

Junto con los resultados de RT-qpcR se grafic6 el perfil de expresi6n de PpCBF dado

por la alndanch de EST8 pea cada estadio (seis ESTs provienen de El  y un EST

proviene  de  E3).  Esto  permiti6  observer  la  buena  conelacidr  que  hay  ende  anibas

estrategias pera dcteminar la expresi6n gchica.

La  conservaci6n  de  motivos  en  la  seouenein  de  PpCBF  y  el  patron  de  expresi6n

observedo,  motivaron el  clonamiento  de  este  gen para estudiar  su  funcionalided.  ha

actlvided sera evaliieda en Arabidapsis thdiana y en Prunus persica como se rmasfro

en las siguientes secciopes.
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Figura 4: Zpcb/ se expresa preferentemente en frutos que ham side expuestos a
bajas temperafuras. Los resultados de RT-qpcR @arms achuradas) se han comprado
con  la  abundancia  de  ESTs  @arms  vacfas)  para  cada uno  de  los  cuatro  estadios  de
postcosecha. Se observa que en ambos casos existe rna mayor expresi6n de Ppcb/en el
estadio E1, que corresponde a frutos que ham sido expuestos a frio por un periodo corto
de tiempo.   La expresi6n es menor luego de tratamientos de trio de mayor duraci6n,
como se muestra en E3 y es prdeticamente no detectable en muestras expuestas a 21 °C
Q}2 y E4). Cabe destacar que existe correlaci6n entre los resultados de expresi6n digital
y lo obtenido por RT-qpcR.

5.2. Clonamiento de PpCBF en vector de expresi6n pars p]antas

El marco de lectura completo para PpCBF fue amplificado con los partidores F-LM228

y  R-LM229,  obteniendose  un  fragmento  esperado  de  693  pb.  Uno  de  los  vectores

PENTR  que  inseri6  el   amplificado   de  PCR  ®ENTR-PpCBF),   se   secuenci6  para

determinar que no hay errores en la secuencia del clon y fue seleccionado para realizar

una recombinaci6n usando el sistema Gateway.  El plasmidio de destino fue el vector

binario pGW82 que es compatible con este sistema de clonamiento. Dentro del T-DNA,

el  vector pGW82  contiene  los  marcadores  de  selecci6n Npf+T y Hp£J que  confieren

resistencia a kananicina e higromicina respeetivamente a7igura 5A).
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Figura 5: Clonamiento de JPcb/en vector binario pars expresi6n en plantas. A) Se
muestra  el  T-DNA  del  vector  binario  pGW82-PpCBF  que   fue   integrado  al  genoma  de
Arabidopsis. j'pcb/ se encuentra rio abajo del promotor fuerte CaMV35S. Los genes jYj7ftT y
frp£T permiten la selecci6n de plantas trasnfomadas con este constructo, usando kananicina e
higromicina respectivamente.   8) Gel  1% de agarosa para visualizar las digestiones con que se
confirm6 el constructo. Los fragmentos liberados corresponden a cortes con las endonucleasa de
restricci6n, cuyo sitio de reconociemiento en el T-DNA esta indicado en A. H: Hindlll; S: Sacl;
X: Xbal; SD: sin digerir. LB: left border; RB: right border; P-Nos: promotor de nopalina sintasa;
T-Nos: Terminador de nopalina sintasa; jvpj+T: neomicina fosfotransferasa 11; Jrp£J: higromicina
fosfotransferasa.

Luego de la recombinaci6n entre PENTR-PpCBF y pGW82, la secuencia codificante de

PpCBF qued6 rio abajo del promotor coustitutivo CaMV35S QTigura 5A).    El chequeo

de  la iuserci6n en  el vector pGW82  se realiz6 por medio  de cortes  con  enzimas  de

restricci6n,  obteniendo  en  todas  las  digestiones  los  frogmentos  predichos  para  una

correcta inserci6n (figura 58). A este nuevo vector se le denomin6 pGW82-PpCBF y es

el  que  se  utiliz6  para  evaluar  la  funcionalidad  del  gen  en  Arabidopsis  y  frutos  de

durano.
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5.3-Evaluaci6n de la funcionalidad de PpCBF en plantas de Arabidopsis que

expresan ect6picamente este gen

El vector pGW82-PpCFB se utiliz6 para transformar cepas GV310l de ,4. /cme/zlcz.eus

con las que posteriomente se transfom6 plantas silvestres de Arabidopsis. Las plantas

de la generaci6n Tl  capaces de resistir ]a selecci6n con el antibi6tico kanamicirm,  se

utilizann para evaluar  la  fimcionalidad  de  PpCBF.  La  eficiencia  de  transformaci6n

obtenida fue de aproxinadamente 0.1  %. Un   total de tres lineas transgenicas fueron

utilizads para los allisis, estas son: PpCBF-7F, PpCBF-7G y PpCBF-10A. Cads rna

de ellas corresponde   a eventos independientes de transformaci6n y  de  acuerdo  a la

segregaci6n  de  su  progenie (~3  resistentes:  1  sensible),  correaponden  a plantas  que

poseen solo una inserci6n de T-DNA.

Pars  analizar  la  funcionalidad  de  PpCBF  en  4rt7b!.dopris  Aha/i.4#a,  se  observ6  la

expresi6n de los genes Cor78, Wcor4J4-Twr, galactinol sintasa y Jrero2 mediante RT-

PCR.  Todos e]los son genes  del regul6n CBF  de Arabidopsis, por lo  que  aumentan

notaltlemente su expresi6n en plantas que sobreexpresan alguno de los CBFs 6 que hen

sido expuestas a bajas temperan]ras Q7owler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004;

Vogel y col, 2005). Ademds los promotores de los 4 genes analizados poseen motivos

DRE/CRT, lo que aumenta la evidencia de que se trata de genes blanco de los CBFs.

Como control de cargr se us6 actina y como control de la transcripci6n reversa se utiliz6

kananicina, que corresponde a un mENA heter6logo proporcionado per el kit utilizado

paradiehareacci6n(Versecci6n4.6.2enmaterialesym6todos).
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Figura  6:  PpCBF  induce la  expresi6n  de genes  de respuesta  a DREB1/CBF  en
Arabidopsis. El regul6n CBF en Arabidopsis esfa constituido por =130 genes. Cuafro
genes  pertenecientes  a  este  regul6n  que  son  altanente  expresados  con  el  frio,  se
seleccionaron pan analizar su expresi6n mediante RT-PCR, en plantas de Arabidopsis
que  expresan  constitutivanente PjpcbJ:    Se  muestra que  en tres  plantas transgenicas
abcBF-7F,    PpCBF-7G    y    PpCBF-10A)    la    expresi6n    de    estos    genes    es
considerablemente mayor comparada con las silvestres (wtl,  w2 y wt3).  Las plantas
utilizadas no ham sido expuestas a bajas temperaturas, de manera que la alta expresi6n de
estos genes se debe principalmente a PpCBF. Como control de carga y de la reacei6n de
RT-PCR se analiz6 actina y kananicina respectivanente.

Los  resultados  obtenidos  muestran  que  hay  rna  mayor  expresi6n  para  los  4  genes

analizados en plantas de Arabidopsis que expresan ect6picamente fpcb# cundo se les

compara  con  plantas  silvestres  a'igura  6).  Las  plantas  no  fueron  expuestas  a  bajas

temperaturas,  de  manera  que  la  inducei6n  observada  es  producto  de  la  activaci6n

ejereida por el gen del durazno. Con esto podemos concluir que PpCBF es un ort6logo

funcional de los CBFs de Arabidopsi§.

Por otra parte, al igual que se observd  en plantas de Arabidopsis que sobreexpresan

CBF1, CBF2, CBF3 o expresan ect6picamente ort6logos de otras especies vegetales, las

plantas que expresan PpCBF muestran un retardo de aproxinadamente 2 semanas en la
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.    aparici6n de flores (detos no mostrados; Dobouzet y col, 2003; Gilmour y cols, 2003;

Kitashiha y col 2004; Zhang y col 2004).

5.4- Bri8queda de |]o8ibles ort6logos de genes del regul6n CBF de Arabidopsis en

Prunes persi¢a

Si exists un factor de transcripci6n tipo DREB1/CBF en frotos de dumzno 4existirin

posibles genes blanco para esta proteha? Pan responder a esta interrogante se realiz6

una bdsqueda de posibles ort6logos del regul6n CBF de Arabidopsis en nuestra base de

dados de unigenes de futos de fie/»us pers7.ca. De acuerdo a estudios de microurreglos

de I)NA  en Arabidopsis,  se ban  encontrado un total  de  131  genes  reguledos por la

familia DREBl/CBF a7owler y Thomashow, 2002; Gilmour y col, 2004; Mamyana y

col, 2004; Vogel y col, 2005). Un andlisis de Blast de las seouencias de Arabidopsis

contra la base de dados de unigenes de dlmano, permiti6 identificar qtle en frutos de

durano  se  expresan posibles  ort6logos  pars  38  de  los  131  genes  pertenecientes  al

regul6n CBF de Arabidopsis ITabla 2).

Al realizar agrupamiento de estos 38 genes de acuerdo a su fimci6n biol6gica (aplicando

la anotaci6n de Gene Ontology; GO), se puede observar que el grxpo mfs representado

correaponde   a genes relacionados con respuesta a estrfes aTigura 7). Otro  grupo  con

varios  miembros  corresponds    a  genes  que  codifican  proteinas  que  participan  en

procesos de transporte. En Arabidopsis estas due categorias tanibich resultan ser las que

se encuentran mayomente rapresentades a7igura 7).

En la Tabla 2 se puede observar que los posibles ort61ogos pan miembros del regul6n

CBF de durazno tienen asociado un perfil de expresi6n digital (obtenido por medio del
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algoritmo descrito por Audio y Claverie,  1997).  Se muestran 4 grupos principales:  1)

Aquellos que son mfs expresados en frutos no maduros expuestos durante 21 d{as a 4 °C

(frutos de E3) (n = 5). 2) Urigenes que disminuyen su expresi6n en frutos de E3 (n = 1).

3) Unigenes que se expresan preferentemente en frutos salidos de empaque (fifros de

El).   (n = 4). 4) Corresponde a un grt]po heterogcheo compuesto de unigenes que no

varian su nivel de expresi6n frente a las bajas temperatures, o bien no hah podido ser

analizados por estar compuesto por un ndmero bajo de ESTs (menor a 5) (n = 28).
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Tabh  2:  Ort6logos  del  regul6n  CBF  de Ambidopsis  presentes  eD  ]a  hose  de  dates  de
uDigenes de fmtos de durazno. La bdsqueda de genes ort6logos al regul6n CBF de Andidopsis
en  los unigenes  de  drra2mo,  se realiz6  con  TBlasIN.  En  la prinera  columm  se encuentran
algunos de los genes del rngul6n CBF de Arabidopsis, representados como el locus en que se
ubican dentro del genoma de esta planta. ha segunda columm representa el posible ort6logo del
dumzno para el gen conespondiente de la primera columna. En la pendltima columna se indica
el perfil de expresi6n dighal pan cads unigen de P74zm4spersfeo. Las lfneas horizontales dividen
a ]os unigenes de acuedo a si son mds expresados en E3 (Grupol=Gl), memos expresedos en E3
{Grupo2=G2),  mis  expresados  en  El  (Grupo3rf3)  y  aquellos  cuya  expresi6n  no  se  pudo
determinar o es equivalents en log 4  estadios evaluados  (Grxpo4ed4).  E1:  Frutos  salidos  de
empaque (tratados a 4 °C durante el trasporte); E2: Frutos meduros yjugosos (empaque + 4 dies
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frio (emprque + 21 dies a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
fros de E3 ex uestos 4 dias a 20 no

AGI.              Unig.i]  Jinnas                                         Anot&cl.6n                                               P€rfll de             G
erslca                                                                                                   .1 resl6n dj

ATIG168sO cod-tia-689 Protefm al]undante en emt)riog€ne8is tardfa E3>El;E2;E4
qu)

ATIG20440 Contlg3Ov Deshidrina COR47 E3>El>E2;E4
AT3GsO970AT2GIS970 Contig2S4Contigso I)eshldril)a Xero2Protelnadeac[inatacfon a fHo slnil8r a ¥Ei;¥;:#     I

WCOR413 OvCOR411"l)
AT2G225sO Contig2S54 Putativaantocianldin+glucdsido E3>El;E2;E4

raniiesllfroBfcraga
ATicos3rf ContiE1200 EIpansim I E3<El;EiE4    +2
AThG21660 condg5s Protefua de uni6n a RNA, rice en g[lcim El>E2:E3:E4
AT5G62360 Contig59 Proteha de h famllin de lnlilbldores de El> E3>E2;E4

AT5G6fa50 Contig3598
invert88a/Aecth meti]esteras8 0MEi)Protefbadelaramlfiad®inlill)Idoresde

El>EZ;E3;E4            3
invertasa/pectitl metl]esterasa Q"El)

AT4G38S80 Contigl437 CliaD€rona asociada a Cobre El>E2:E3:E4
AT5G20830      Cobtig87l
AT4G33070      Contigl054
AT3GS9610      Contig4003
ATIG27730      Coutigl572
AnG47890      Contig725
AT5G25llo      C®Iitigl22l
ArsG2793o     puipfateig_Gi6
ATIG77120      Contigl349
AT5G57llo      Contig3563
AT2Gi699O      condgz903
AT4G35300      Config2836
AT2G28900      Contig950

ATlco7710      Colitigl87
ATIG6271o      Contigrs75

ATIG01470      Contis717

ATIG2939S      Contjgl970

ATIG30360      CoDtig3825

AT2G17840      Contlg2292

ATIG05170      Coati834S2
AT4G38400      Contig2060

Sacatusa slnthso I (ASusl)                                          El=E2=E3==m
Pyrtivato descarborilasa-I  a'Dcl)                            El<E2;E3
Plrrolina5<arboxilato all)tctasa                                 ND*
Proteina de uni6B  a DNA con dado de zinc c2H2     E1=E2=E3=E4
Protelnade]a ramilla dcdodezinc(tipoB-box)       ND.
Prate(Da kinaso cIPK25                                               ND*
Proterna fasfatasa pp2C                                               ND*
Alcoho] deshidrog.nasa (ADED                                     ND*
ATmsa traB8portadora de  calcio 8 {ACA8)            ND*
I'qtati`/a proteina trang|]ortadora de tetr8ciclina      ND*
Protcha  transportndom de 8zucar                           El=E2±E3=E4
Fomi]ia de protefoas Tinl7«in22/Tin23.               ND*
Translocaca de meDbrana mllocondrial interns
Putaflva serf)jm
Thotefna de procesamiento vacuoLar beta
/ beta-VPE
PTuteina abundante cn edbriogenesis tardfa
qul4)
ProtefDa de aclinatacl6i] a fr[o similar a
wcoR4i3 (ATcoR4i4JrMi)
I'rotcha de respuesta tempral.a a
desl]idrat8cl6n qRD4)
Proteina esoclada a seneeencia/deshidrafacion
alRD7)
Proteina de 18 familia de galactesiLtmnsrerasae
Proteina dc 1o frniJia de .xpaneims
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AT3G17130      Coutjgl478 Proteha de ha thmllla de lnh!b!dores de
inv€rtrsa/pectln medlestanBa {PMEl)

AT4G24960      Codtjg949                  Proteftla do reapuesta a ABA QVA22d)
AT3G14890      PU4Lplate36_C12     Fosfoest.raga
ATIG104lo     Put-lat¢19_N17
ATIG3323o      pu3Lphated3_Eo3
ATIG68500      Pulplate42_114
AmGaa83o     pUIDbte9_N22

AT4G14000      PU3 Iate25  C06

ProtcJm expre3nda
ProteJDa .xprcsnda
Prote[qLaexpresada
FaniJia de protefms asocfad8s a
dot.rmBcia/auitra
Prolefua el

'Arabldopsis Genome lultlaeve
*ND: No deteriniDrdo per qtie el UDts.D estl €otnpqesto pop ui) IIGlnei'o de ESTs meBOT a §.
PDe todo8 [oS genes de Arabidopsis qtle 8e mqesfron eD  Ia tat)t8. es e[  Gbico que dismil]ny€ =u .Ipresi6n  eEi

rcspuesta el frfo €D esta planta.

De los 38 pusibles ort6logos a genes del regul6n CBF de Arabidopsis identificedos en

log  unigenes  de  dunazno,  10  de  ellos  se  expresan  diferencialmente  entre  frotos  no

rmduros salidos de frio Gl y/o E3) y frutos maduros expuestos a 20 °C ®2 y/o E4) (de

acuerdo a los andlisis de expresi6n digital). Considerando la poblaci6n total de unigenes

disponibles dentro  de nuestro  proyecto,  existen  68  de  estos que presentan  expresi6n

diferencial cousiderando las mismas comparaciones antes mencionadas (55 aumentan su

expresi6n en El  y/o E3  y  13  disminuyen en E3). Esto significa que los unigenes del

posible regul6n CBF del duraano,  repesentan un 15 % del total de unigenes que tienen

este tipo de patr\6n de expresi6n. (Observar Tal>las 3-6 en ANEXOS, para vcr detalles de

los unigenes mencionados en el texto).
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Figura 7: Genes de] regul6n CBF de Arabidopsis y sue posibles genes ort6logus en dumLZDo,
graricados  segdn  su  funci6n  biol6gica.    En  Arabidopsis  se  hen  identificado  131  genes  que
responden a la faniilia de factores de transcripeci6n DREB 1/CBF. En nuestra base de datos de
unigenes de fiutos de duramo,  se ham encontrndo posibles ort6logos para 38 de Los  131  genes
que conforman el regul6n CBF. I.a clasiflcaci6n de estos genes de acuerdo a la funci6n biol6gica
otorgada por cO (Gene Ontology), muestra que un nnmero importante de los posibles ort6logos
identificados en  durazno  estin  dentro  del  grupo  relaciomdo  con  respuesta a estr6s.  Se  puede
observer que otros procesos biol6gicos tambien estin constituidos por varios miembros, como es
el caso  de transporte y modificaci6n de pared celular.  En Arabidopsis awh existen  nunerosos
genes que pertenecen al regul6n CBF, cuya funci6n ate no se ha dcterminado.

5.5.-  Anilisis  de  expresi6n  de  miembros  de]  posible  regti[6n  CBF  de  frutos  de

durazno mediante RT-qpcR

En la secci6n anterior se habl6 sobre unigenes de duramo que son posibles ort6logos de

genes del regul6n CBF de Arabidopsis y que presentan un perfil de expresi6n que es

distinto  entre frutos no maduros recich salidos  de  frio  y  frutos maduros  que  ham  sido

tratados   a  20  °C.   Este   perfil  de  expresi6n  que  ha  sido   deteminado   de   manera

bioinfomatica, debe ser evaluado por rna tecnica que pemita trabajar con las muestras
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biol6gicas y que tenga caracten'sticas de ser cuantitativo, con el objetivo de comparar

ambos resultados. Una de las tecnicas que cumple este requisito es el PCR en tiempo

real,   la   cual   se   caracteriza   ademds   por   su   alta   sensibilidad,   raproducibilidad   y

especificidad, entre otras (Gachon y col, 2004; Bustin, 2000).

Para realizar un analisis de expresi6n por medio de RT-qpcR es necesario contar con un

gen nomali2ndor,  que presente minimas variaciones de  expresi6n en respuesta a los

tratamientos  realizados  a  las  muestras.  En  el  desaITollo  de  esta  tesis,  no  se  logr6

encontrar un gen que se exprese de manera homog6nea en los 4 estadios estudiados, por

lo que para normalizar se us6 mRNA de kanamicina (esto sirve para determinar que las

diferencias en la anplificaci6n no se deben a artefactos de la trascripci6n reversa, ya que

al inicio de esta reacci6n se ponen cantidades iguales de mRNA de kananicina en cada

tubo).  Para asegurar que se agreg6 cantidades similares de RNA total a cada reacci6n de

transcripci6n reversa, se cori6 un gel de agarosa 1.5% cargado con el mismo volumen

de  muestra  usado  para  llevar  a  cabo  la  reacci6n.  Mediante  andlisis  cualitativo  se

determin6  que  la  intensidad  de  las  bandas  de  RNA  ribosomal  es  similar  entre  las

muestras de los distintos estadios  (anexo, Figura  10). Para cada uno  de los 4 estadios

analizados,  se  usaron  3  rfeplicas  biol6gicas  y  para  cada una  de  ellas  se  realizaron 2

replicas tecnicas.  Los datos se graficaron como `cO/o del mckimo", 1o que significa que

para cada gen analizado, se asocia un valor de 100 %  a la replica biol6gica que presente

el valor nomalizado mds alto y a las  11  restantes se le asocia un porcentaje que es

relativo a este loo % (Tal]las 7 y 8 en el anexo).
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El analisis de expresi6n mediante RT-qpcR se realiz6 sobre tres genes, dos de ellos

pertenecientes al grupo i (dechidrina.Xfro2 y Wcor4J3) y uno perteneeiente al grupo 3

(inhibidor de pectin metilesterasa, Pmei).

Los   resultados   obtenidos   de   lag   reacciones   de   RTqpcR,   muestran   una  buena

conelaci6n con lo obtenido de acuerdo a la abundancia de ESTs en coda estadio Qigura

8).  En  el  caso  del  inhibidor  de  pectin  metilesterasa  (P7wez)  es  evidente  que  anbas

aproxinaciones  coinciden  en mostrar rna expresi6n  que  es mayor  en  el  estadio  El

comparado con los otros tres  (Figura 8A).  Ademds ha prueba estadistica t-student ®

<0.05) usada pare comparar los niveles de expresi6n detemimdos por RT-qpcR, dice

que no hay diferencia significativa entre los estadios E2, E3 y E4.  Wcor4j3 y Jrero2

a'igura 88 y 8C, respectivamente) muestran un perfil de expresi6n en el oral existe rna

diferencia que  es  estadisticanente  significctiva  entre  E3  y  los  demds  estadios.  Esto

significa que estos genes estin respondiendo al trataniento con frio en el durazmo y 1o

hacen a traves de una reapuesta que es dndera en el tiempo (luego de 21  dias a bajas

temperaturas, los niveles de expresi6n siguen altos). Estos resultados coinciden con lo

observado para este par de genes en experimentos de microarreglos en Arabidopsis, en

los cuales se analiza el perful de expresi6n gchica a diferentes periodos de tratamiento

con bajas temperat`rms (Vogel y col 2005).
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Figure  8:  Tree  posibles  genes  blanco  de PpCBF se  ex|)REan  preferentemente  luego  de
tratamientos  con  firio.  Se analiz6  la expresi6n de Pmej,  Wcor4J3 y Jrero2  mediante  qpcR
®arras  achuradas)  y  abundancia  de  ESTs  (barras  blancas).  Para  la  reacci6n  de  PCR,  la
abundancia relativa de  CDNA para cada gen en los distintos  estadios,  fue nomalizada por la
abundancia   del   CDNA   de  kananicina.   El   mfximo   para  cada  gen   corresponde   al   valor
nomalizado mds alto entre las 12 muestras de CDNA (3 muestras para cada estadio). A 6ste se le
asigna un valor de 100%, mientras que a las otras 11 muestras se le asigna un porcentaje relativo
a  ese  100%.  Para  generar  las  banns  de  abundancia  de  ESTs,  el  mckimo  se  consider6  aquel
estadio que contiene la mayor cantidad de ESTs que componen el contig. En A se muestra que
P"ez. se expresa preferentemente en tratamientos cortos de frio. En 8 y C se puede observar que
los  genes  analizados  presentan un nivel  de  expresi6n  que  es  significativamente  mayor  en  el
estadio  E3   comparado  con  los  otros  estadios  (t-student;  P<0,05).  N=3   para  cada  estadio
analizado. Las balras representan la desviaci6n estindar.
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EI RT-qpcR result6 dtil no solo para ver las diferencins de expresi6n entre estadios de

log genes estudiados, si no  que permiti6 validr los andlisis de expresi6n dirital que

sobre estos genes se hah realizado.

5.6.-Evaluaci6n de la actividad de PpCBF en frutos de duramo

La expresi6n de PpcO/en Arabidopsis result6 en un aunento de la transcripci6n de

genes que poseen motivos DRE/CRT en sus promotores, en plantas que flo ham sido

tratadas con frio. Este resultndo es positivo, pero no es rna evidencia de que PpCBF sea

frocional  sobre  el  promoter  de  los  genes  del  posible  regul6n  CBF  identificado  en

durano. En el proyecto que se enmarca esta tesis, se nan aislado promotores de genes

que presentan mayores niveles de expresi6n en los fiutos que ban pasado por rna cadena

de  ffio  ¢rutos  E3;  Tittaem  y  col,  no  publicado).  Uno  de  los  promotores  aislados

pertenece a un posible ort6logo de la deshidrina Jrero2 de Arabidopsis. Como ya se ha

mencionado  anteriomente,  este  gen  pertenece  al  regul6n  CBF  en  Arabidopsis  y es

inducido por la expresi6n ect6pica de Ppcb/en esta planta a7igura 6).  ha seouenofaci6n

del promotor obtenido desde durazno, penniti6 observar que posee tres motivos de tipo

DRE/CRT, lo que es un indicio de que este promoter es un posible blanco de PpCBF. ha

fusi6n  del  promotor  de  durazno  con  el  gen reportero  #/.dd  (que  codifica  la  enzima

Glucoronidasa, GUS), representan una hemmienta ritil para llevar a cabo experimentos

de trams-activaci6n par parte de PpCBF. Esta trans-activaci6n fue evaluada por medio de

la observaci6n de actividad de GUS en frotos de durazno que fueron co-infiltrados con

los constructos indicndos en la Figura 9A.
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Fignra 9:  PpCBF translactiva al  promoter del  posible ort6logo de deshidrim Xero2  en
frutos  de I+aAiizAs persjco.  A)  Constructos  utilizados  para  los  ensayos  de  trans-activaci6n  en
fiutos de durazno. El promoter de la posible deshidrina Jrero2 identificada en frutos de durazno
contiene 3 posibles motivos DRE/CRT. El constructo efector es el mismo sefialndo en la Figura
5. 8) I.a co-infiltraci6n de los consmctos CaMV35S=PpCBF  y P-DX2atus en tres variededes
distintas de durazno muestra actividad de GUS  luego de tres d{as post infiltraci6n (dpi). No se
observa actividad de GUS   en muestras que ban sido infiltradas solo con el constructo reportero
luego de 3 dpi, de manera que   La activaci6n del promotor es causada por la trams-activaci6n de
PpCBF.    El  promotor  de  DX2  responde  tambich  al  fu'o,  como  se  evidencia  en  las  muestras
expuestas por 21  dias a 4 °C luego de la infiltraci6n del fr`to. El control positivo corresponde a
un  vector  que  contiene  a  GUS  n'o  abajo  del  promotor  CaMV35S,  mientras  que  el  control
negativo es un vector que no tiene el gen que codifica para GUS.
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Como se puede observar en la FigLm 98, aquellos frutos que fueron co-infiltrados con el

constructo   reportero   a-DX2=GUS)   y   el   constructo   efector   (CaMV35S=PpCBF),

muestran aedvidad de  GUS  luego de tres dias de inffltraci6n sin tratamiento de fife.

Distinto es lo que se observa en este mismo periodo de tiempo, en frutos que ham sido

infiltrados rinicamente con el constructo reportero. Esto e§ rna evidencia entonces de

que PpCBF  estaria trams-activando el promotor de la deshidrina Jrero2 aislado  desde

durano.  Per otra parte es posible observer que aquellos fu]tos infiltrndos solo con el

constructo  reportero  y  que  hen  sido  mantenidos  durante  21  dfas  a  4  °C  muestran

actividad  GUS.  La  informaci6n  obtenida  con  este  resultado  se  complementa  con  lo

observalo  en  el  perfil  de  expresi6n  del  gen  deshidrina Jrero2  mediante  RT-qpcR

aigun 8C)

48



6.-DISCusfoN

6.1.-Anflisis de secuencin y expresi6n de Pi]CBF

En las seeuencias de frutos de duraano que se ham utilizado para realizar la bdsqueda de

ort6logos de DREB1/CBF y sus genes rio abajo, solo se ha encontrado un unigen que

presenta urn alta identidad con genes del tipo CBF. En otras especies en que se han

identificado ort6logos para este tipo de factores de transcripci6n, existe una familia que

esfa compuesta por lo menos per tres miembros. En el caso del tomate y el arroz, se ham

encontrado   familias   de   hom6logos   a   DREB1/CBF   de   tres   y   cuatro   miembros,

respectivanente @ubouet y col, 2003; Zhang y col, 2004). Sin embargo, en el tomate

solo uno de los tres miembros identificados aurnenta su expresi6n en respuesta al fiio

(Zhang y col, 2004). En el caso del arroz dos de los cuatro ort6logos responden a las

bajas temperaturas  afubouret y col, 2003).  Estas evidencias sugieren que en Przj»as

pers7.ctz tal vez existan mds ori6logos para DREB1/CBF, los cuales no necesariamente se

expresan con el frio. Por otra parte, cabe destacar que los unigenes que se utilizaron para

buscar  ort6logos  de  DREB1/CBF,  se  han  obtenido  a  pardr  de  secuencias  de  RNA

extral'do s61o de mesocarpo de frutos de dunano. No se descarta la posibilidad que en

otro tejido u 6rgano de Pr"i!c/s persz'c4 se estch expresando ort6logos para estos factores

de transcripci6n.  Pars saber si  existe  una famila DREB1/CBF  en Prrmws' persz.ca  se

podria llevar a cad)o experimentos de southern blot con DNA gen6mico 8islado de esta

especie.

En la secuencia aminoacidica predicha papa PpCBF, observamos la presencia de tres

putativas  sitianas  F}  y un  helice  a.  Estas  estnictuns  secundarias  son propias  de  los
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dominios de union a DNA tipo AP2 y confolman la estmctura que permite la interacci6n

del  factor  de  tr8nscripci6n  con  el  sureo  mayor  del  DNA  (AIlen  y  col,   1998).  I,a

evidencia  que  apoya  que  PpCBF  es  ort61ogo  de  genes  del  tipo  DREB1/CBF  es  la

presencia de  las  secuencias  ETRE  y  DSAWRL,  las  cuales  son propias  de  estos

factores  de transcripci6n y  los diferencian de los otros miembros de  la familia AP2

(Jnglo y col' 2001).

Los CBFs son genes que en Arabidopsis y otms especies se expresan temprammente en

respuesta al fiio (alrededor de 15 min despu6s de la exposici6n al frio) (Gilmour y col,

1998; Jaglo y col,  2001; Dubouret y col, 2003; Zhang y col, 2004), y sus transcritos

bajali  ripidanente  llegando  a  niveles  muy  bajo§  pasadas  24  horas  despu6s  del

tratamiento de bajas temperaturas. De acuerdo al perfil de expresi6n de Ppcb/obtenido

por RT-qpcR, este factor de transcripci6n es clarmente detectchle incluso luego de 3

semanas de exposici6n al fiio. Un resultndo como este no es comdr a todos los ort6logos

a  DREBl/CBF  que  se  hen  identificedo  hasta  el  momento,  sin  embargo,  existen

evidencias similares en experimentos redizndos con Arabidopsis (Zarka y col,  2003).

6.2.-FuncionalidaddePpCBFen4r4bjzhpgisJ4alf.oda

PpCBF  mostr6   una  alta  identidad   de   secuencia  en  regiones   que   son  altamente

couservadas entre los ort6logos a DREBl/CBF de i4rob!.dopr!.s lha/i.aur. Esto representa

un de las primeras evidencias que apoyan la funcionalidad de PpCBF sobre el promotor

de log genes del regul6n CBF de Andidopsis. I.os experimentos de RT-PCR realizados

para analizar la expresi6n de  genes del reg`il6n CBF  en plantas de Archidopsis  que

expresan ect6picanente fpcbJ; dejan de manifiesto que el gen de dunzno es capaz de
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activar la expresi6n de log cuatro genes analizndos. EI RNA se extrajo de plantas de

Arabidopsis que no froron sometidas a las bajas temperaturas, por lo que el aunento en

la expresi6n de los genes del regul6n CBF se debe a la activaci6n ejercidr por PpCBF.

Log bajos niveles de expresi6n observedos para Cor78g Galactinol sintasa, Wcor4J3 y

Jrero2 en plantas silvestres de Archidopsis a]igura 6), esti de acuerdo con lo obtenido

por otros autores en plantas que no han sido expuestas al ffio a'owler y Thomashow,

2002;Gihaourycol,2004;Maruyamaycol,2004;Vogelycol,2005).

Un  aspecto  que  se  podria  estudiar,  es  la  capacidad  de  resistir  al  frio  de  plantas

transg6nicas que expresen Ppcb/ con respecto a plantas silvestres.  Es de experar que

aquellas plantas que expresen el ort6logo de DREB1/CBF sean mis resistentes, dado

que en experimentos sinrilares utilizando ort6logos provenientes de aroz Oubouzet y

col,  2003), tomato  (Zhang y  col,  2004) y  cereza Qcitashiba y col,  2004)  las plantas

trausforndas   presentan   un   mayor   resistencia   a   las   hajas   temperattms.   Una

caracteristica comth en el fenotipo de lag plantas transgenicas recien enunciadas, es el

retardo en la floracich con respecto a las plantas silvestres. En el caso de la plantas que

expresan Ppcb/,  se  observ6  que  en una poblaci6n heterogchea  de plantas  hetero  y

homocigotas  existe un retndo  de  aproximadanente dos  semanas  en  la aparici6n  de

6nganosfloralesconreapectoalasplantassilvestrescrecidasenlasmismascondiciones.

SehaobservedoqueenplantasmutantesdeArabidopsisconfenotipoenanoyretardoen

lafloraci6n,edsteundefioienciaenlasintesisdeGiberelina.Laprincipalcaracteristica

de estas plantas mutantes es la sobrexpresi6n de un posible factor de transcripci6n tipo

AP2 avlngome y col, 2004). Este mutante muestra una expresi6n aumentada de genes

I,
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que  son propios  del  regul6n  CBF,  esto  suSere  que  la  inhibici6n  en  la  sintesis  de

Giberelinaesunafunci6ncondndelos8enesDREBl/CBF.

6.3.- Bdsqueda de ort6logos del regul6n CBF en unigenes provenientes de frutos de

durano

Para realizar la bdsqueda de ort6logus a genes del regul6n CBF de Arabidopsis en las

secuencias de drraano, se utiliz6 la herramienta Blast. Esta ha sido usada con bastante

exito por Wong y col (2005) con el objetivo de identificar ort6logos de Arabidopsis en

unigenes Z7}eJ/##gze//a que cambian su expresi6n frente distintas condiciones de estr6s

(incluido  el  frfo).  Solo  se  utilizaron  lee  secuencias  de  ESTs  de  frutos  de  durazno

obtenidas  dentro  de  nuestro  proyecto,  dado  que  otros  proyectos  intemacionales  que

aportan informaci6n de ESTs de frutos,   no hen enfocado sue estudios en cambios de

expresi6ncausadosporeltratamientoconhajastemperaturas.

De los posibles ort6logos del regul6n CBF de Arabidopsis que se encontraron en las

secuenciasquediaponemosparafrotosdedurano,enanbasespecieslamayorcantidad

de genes estin agrupados den{ro de las mismas categorias de funci6n biol6gica9 estas

son: Proteinas relaciondas con estres, metabolirmo, transporte y modificaci6n de pared

celular. Dentro de los 38 miembros del posible regulch CBF del froto de durano, solo

10 presentan variaci6n en su expresi6n fronts al tratamiento con frio segdn los analisis

de expresi6n digital. Exists la posibilidad que algth otro posible ort61ogo identificedo

responda canbiando su nivel de expresi6n frente a las bajas temperatus, sin embargo,

al estar compuesto de pocos ESTs no es posible obtener un resultado estadisticamente

significativo.  Ejemplo  de esto son el  condg717  (compuesto  de  8  ESTs) y contig725
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(compuesto de 6 ESTs) que codifican para   LEA14 y un proteina con dedo de zinc,

respectivanente.  Por otra parte, es posible que otros ort6logos presenten canbios de

expresi6nentiemposdeexposici6nafrioqueestanfueradelasmuestrasdisponiblesen

elproyectoenquesedesarroll6estatesis.

En Aral>idopsis se ha docunientado que frente a lag bajas temperaturas el ndrero de

genes  que  induce  su  expresi6n  es  bastante  mayor  con  respecto  a  los  genes  que  la

disminuyen ovogel y col, 2005; Lee y col, 2005). Esto es vflido tanto para genes que

pertenecen  o  no  al  regulbn  CBF.  En durazno  es  pesible  observar el  mismo tipo  de

conxportaniento  en  la  expresi6n  genica.  Sin  embargo,  teniendo  en  cousideraci6n  el

modelo experimental que se esth usando, es posible que se observen bajos niveles de

trascrito para un determinado gen en los estadios El y E3 y alto en los estadios E2 y

E4. Esto no debe ser intelpretado como una rapresi6n causada por el ffio, ya que cabe la

posibilidad que se trate de genes que son inducidos durante la mnduraci6n del fruto.

Dentro de este grupo de genes encontranos enzinas de degredaci6n de pared celular

tales como pectato liasas   y proteinas  de la familia de endo-poligalacturonasas  ouya

participaci6nenprocesosdermduraci6nhasidodescritapreviamente04erin-Rodr'guez

ycol,2002;Brturmellycol,2004).Esporestaraz6nqueseconsider6comoreprinidos

por frio, solo a aquellos genes que disminnyen su expresi6n en E3 comparedo con los

otros tres estadios aabla 5 en el anexo).

En base a su perfil de expresi6n digital, se identificaron 55 y 13 genes que aurnentan y

disinnyen  su  expresi6n  por  ff,o,  respeetivamente.   Dado   que   solo   10   de  ellos

pertenecen a un posible regul6n CBF en dunzno, cabe esperar que en esta fruta existan

mtltiplesviasquepuedanmodificarlaexpresi6ng6nicafrentealasbajastemperaturas.
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TrfuajosrealizndosenArchidopsismuestranevidenciasqueapoyanestaidea(Fowlery

Thomashow, 2002;  Vogel y cols,  2005).  En los analisis realizados, no se observ6 la

existencia de  genes  que codifiquen para factores  de  transcripci6n  que  muestren una

expresi6n  diferencial  fi.ente  al  fr{o.   Sin  embargo,  coma   se  trata  de  factores  de

trauscripci6n,  es  posible  que  sus  niveles  de  expresi6n  no  sean  lo  suficientemente

elevedos como pea otorgar el ninero de ESTs  suficientes (al memos 5) que permitan

realizar anflisis estadisticos sobre ellos.

6.4.- Conrrmaci6n de] perffl de expre8i6n  difermcial determinndo digitalmente,

con RTqpcR

Los  resultados  de  RT-qpcR  mostraron  una  buena  correlaci6n  con  respecto  a  lo

observndo por el anansis de expresi6n digtal, lo que permite infedr que la expresi6n

diferencial detennin8da por este m6todo digital es confiatle, no solo pan el grupo de 4

genes analizados,  sino que tambich para el resto de los genes.  Cabe destacar que en

Arabidopsis los genes JFero2 y  Wrcor4J3 preseutan los maximos niveles de expresi6n

aproximadanente a las 24 horas de exposici6n al ffio, luego este rivel baja pero no de

manera considerable. De acuerdo a lo observado en dunzno, existe rna clara expresi6n

pleferencial para estos dos genes en el estadio E3, por lo que se puede inferir que estos

genespresentanunexpresi6nquesemantienealtaathluegode21diasdeexposici6na

bajas temperatuus. El disefro experimental utilizado para las muestras que se usaron en

esta tesis, no permite obtener la informaci6n de cuando ocurre el ndxino de expresi6n

pala  estos  unigenes.  Pan  lograr  este  objetivo  necesitariamos  muestras  de  durano

tratadas en un cuso temporal de fife y deteminar cual es su cinetica de expresi6n.
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Actualmente disponemos de muestras de durazno.de la variedad O'Henry que hen sido

expuestasa4°Cpor0,12,24,48y72h.Resultadospreliminaresentreganevidenciasde

queJYero2aumentasuexpresi6ndurantelasprimeras24horasyadendsseexpresi6nen

precedidaporlaexpresi6ndePpcb/:

En plantas de Prowas pergi.c¢ de la variedad Canadian Harmony se ha determinado la

existencia  de  dos  dechidrinas,  un  de  las  cuales  responds  a  fas  bajas  temperatures

(Wisniewskiycol,2006).Aestadeshidrinaseledenomin6PpD*#Jydeacuerdoalos

drlisis  de  su  secuencin  corresponde  a  `m  ort6logo  de  Jrero2  OrcBI  AY465376).

Considerando  la  alta  identided  que  existe  entre  esta  deshidrina  y  la  que  hemos

identificedo en frotos de durano (98 % de identidad en un alineaniento de 1715 bases),

es muy probable que se trace del mismo gen. En la corte2a de plantas de duraano se

observ6altosnivelesdeexpresi6nparafpDfroJluegodetressemarmsdeexposici6na5

°C (Wisniewski y col, 2006). Este resultado coincide con los analisis de expresi6n en

frutos  de Przev"spersjcp que se hen realizado en esta tesis.

En las reacciones de PCR en tiempo real, existen vndos factores que pueden llevar a

la generaci6n de dates err6neos, que tienen como cousecuencia rna mala interpretaci6n

deloobtenido@ustinyNolalb2004),Algunodelospuntosseusiblessonlacalidrdyla

cantidad del RNA uthizado para la reacci6n de transcripci6n reversa. En el experimento

realizedo en este trabajo, se control6 anbos parinetros por medio de un gel de agarosa

I.5 %. Se observ6 la buena calidad del RNA utilizado, adends de la homogeneidad en

las cantidedes de RNA de cada muestra utilizado para el RTqpcR.

En log anflisis de expresi6n con RTqpcR, es comth normalizar los drtos con genes de

referencia tales como P-actina 6 gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) los
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cuales  son  constitutivamente  expresados  urugget  y  col,  2005).  Sin  embargo,  existe

evidencia de  tratamientos  que  cambian  los  niveles  de  expresi6n  de  estos  genes,  de

rnaneraquesuuncomonormalizadoresnoesedecundoentodosloscasos.Ejemplode

ello  es  la  actina  2  que  muestra  una  expresi6n  que  es  dqudiente  de  las  altas

temperaturas en Arabidopsis (Volkov y col, 2003) y GAPDH que muestra variabilidad

fiente a distintas condiciones en trabajos con celulas humanas ®ustin, 2000). En el caso

de  las  muestras  de  duramo  utilizndas,  no  se  encontr6  un  gen  que  se  comporte

homogeneanente en log 4 estadios analizados. Actina y tubulina fueron evaluedos como

posibles  genes de  referencia,  sin embargo,  en ninguno  de  los dos  casos  se  lograron

buenos resultados (estos experimentos no fueron mostredos en esta tesis). La falta de un

gen  nomalizador  fue  superada  con  los  controles  de  calidad  y  cantided  de  RNA

utilizado,juntoconlaanplificaci6ndekananicinacomocontroldelareacci6ndePCR.

El  mRNA  de  kanamicina  correaponde  a  rna  moldeula  extema  otorgada  por  los

fabricantes del kit de transcripei6n reversa aromega). En el caso de los experimentos

mostrados en esta tesis, se agreg6 cantidades iguales de mRNA de kanamicina (0.5 pg) a

todoslostubosqueseutilizaronpararealizarlareacci6n.

6.5.-Actividad de PpCBF en frutos de dumzno

Los experimentos realizrdos sobre plantas de Arabidopsis que expresan ect6picanente

fpcb/; muestran que se induce la expresi6n del gen Xero2 propio de esta planta. La

activaci6n que se observ6 para el on6logo de este gen identificado en frutos de Prmnz4s

pers!.ca, inplica que en esta planta se encuentran los componentes necesarios para que

PpCBFpuedacunplirsufuncichregulandolaexpresi6ngenica.EnArabidopsisexisten
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evidencias que indican que la froilia DREBl/CBF, necesita la pardcipaci6n de otms

proteinas para llevar a cabo su froci6n. Estudios realizndos en levedura mostraron que

CBFl  de  Alabidopsis  interactuaba  con  un  adaptador  transcripcional  (ADA2)  y  rna

histona acetiltrausferasa (GCN5) propios de la levadura (Stockinger y col, 2001). Estas

dos proteinas son parte de un complqjo de proteinas que contribuyen a la modificaci6n

de la cromatina y por ends paticipan de la regulaci6n transcripcional. Se encontraron

ortologos prla AI)A2 y GCN5 en Aral)idopsis, y se determin6 que estas dos proteinas

interactdr  con  CBFl  (Stockinger y  col,  2001).  Posteriormente,  Vlachonasios y  col

(2003)observaronqueplantasdeArabidopsismutantesenort6logosdeADA2yGCN5

muestran  efectos  dramaticos  en  su  crecimiento  e  interesantemente  observaron  rna

disminuci6n en la expresi6n de genes del regul6n CBF.  Los niveles de expresion de

DREB1/CBF  son  igules  entre  las  plantas  mutantes  recich  menciomdas  y  plantas

silvestres cuando son expuestas a frfo. Considerando esta situaci6n, se puede concluir

que los CBFs regular la expresi6n genica, fomando parte de un complejo proteico. En

la base de datos de unigenes de frutos de duramo demos encontrado un posibler ort6logo

para  Ads2.  El  unigen  corresponde  a  un  singleton  que  de  acuerdo  a  predicciones

bionformficas  presenta  los  mismos  motivos  que  Ada2  de  Arrfuidopsis  @atos  no

mostrndos). No hemos encontrado un posible ort6logo para Gcn5, pero considerando la

fuciondided  de  PpCBF  en  Primus persr.cci,  es  probable  que  este  componente  del

complejoseenouentreconservadoenestaeapecie.

Se  ha  evaluado  la  actividad  de  PpCBF  sabre  uno  de  los  posibles  genes  blanco

identificedos. Este eusayo de trans-activaci6n que se ha implementado para fifros de

durazno, representa un herramienta bastante dtil para evaluar la actividad de PpCBF
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sobre el promotor de otros posibles genes blanco, art como tanbien pan evaluar otros

factoresdetranscripci6nqueresultendeinteres.

ElgenPpcb/quesehaencontrndoenfrutosdedurazno,demosfroserfuncionaltantoen
'.hrabl.dqufs lfo4Jjcrur como en P").$4g persl.ca. En el case de Ard]idopsis, los genes de

la  familia DREBl/CBF  regulan  la  expresi6n  de  un ndrero  amplio  de  genes  (131).

Tchiendo en cuenta que el problema del daao por filo en frutos de dunzno es generado

probablemente par mds que un solo  gen,   se podrian generar plantas   que presenten

modificaciones  en  la  expresi6n de  j'pcb/  Desde  el  punto  de  vista  biotecnol6gico,

desarrollar estas lineas transgenicas sen'a thl para evaluar el desarrollo de daffo por fu'o

enlasfutasquesegenerenapartirdeestasplantas.Sienalgunadelaslineasgenendas

se logra evitar el dafio per fu'o, estar{anos frente a ulia posible soluci6n al problema de

rechazo que aqueja a nuestra fruta en los mercados lejanos.  Altemativamente> el uso de

promotores  que  responden  a  PpCBF  (como  es  el  case  del  promoter  de  .rero2),

representa rna herramienta un para modular la expresi6n de nuevos genes candidatos

quepuedansolucionareldefloporfrioenlosfultodedurazmo.
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7.- CONCLUSIONES

-Sehaidendficedounpo§ibleort6logoparagenesdelafamiliaDREB1/CBFenPrm»ffs

persI.c4.Esteunigen,alquesedenomin6PjpcoJpresentaunaaltacouservaci6nanivel

aninoacfdicoenregivnesquesonimportantesparalafimci6ndeestetipodefactolesde

trascripci6n. ha expresi6n de Ppcb/ se observ6 en fiutos de durano reci6n salidos de

frio,siendoindetectableenfrotostratadospor4diasa20°C.

-La  expresi6n ect6pica  de  jpeb/ en plantas  de Aral)idopsis,  pemiti6 observer urn

inducci6n en la expresidn de genes que pertenecen al regul6n CBF de esta planta, sin

neeesidnd  de  exponer lap plantas  al frfo.  Esto  indica que P;pC6/ es  funcional  en un

sistemaheterdlogo.

-Se identificann 38 posibles genes ort6Iogos del regul6n CBF de Arabidopsis en las

secuencias de futos de durazro genendas en el proyecto que se ermarc6 esta tesis, De

estos  38  genes,  10  pesentan  un perfil  de  expresi6n  digital  que  indica  su expresi6n

preferencialfimtealtratamientoconfrfo.

-Se confirm6 el perful de expresi6n dirital para 3 posibles genes ort6logos del regul6n

CBF encontrados en durazno. Los genes orl6logos para Wrcor4j3 y Jrero2, se expresan

preferentemente  en  frirfus  que hall  sido  expuestos  a periodos  largos  de  frio.  El  gen

ort6logopanP7»ez.seexpresapreferentementeenfrotossalidosdeempaque.

-Pjpcb/puede traps-activar al promotor de la deshidrina Xero2 de durano. El ensayo

redizrdo pan llegar a este resultado, repesenta rna herramienta thil para evaluar la

funcionalidnd  de  factores  de  transcripci6n  sobre  el  promotor  de  sue  posibles  genes

blanco.
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8.- PROYECCI0NES

En esta tesis se ha encontndo un gen ort6logo para DREB1/CBF en Pr##us persi.ca. En

otras plantas se ha determinado la existencia de una familia de factores de transcripci6n

de este tipo. Para averiguar si es tanbien el caso del durano, se podrian desalrollar

experimentosdesouthemblotconDNAgen6micodeestaplanta.

Se encontr6  una alta conservaci6n en motivos  que resultan clove para la funci6n de

PpCBF. El desarrollo de experimentos con geles de retardo, seria dtil para analizar la

especificidad PpCBF en el reconocimiento de motivos DRE/CRT como los encontrados

enelpromotordeJrero2dePH/#uspersjca

Se observ6 que en plantas de Arabidopsis que expresan ect6picanente fpco/; hay un

aunento en la expresi6n de genes del regul6n CBF. La resistencia al fu'o de estas plantas

es un aspecto que ann esta por evaluar.

Se identified algunos posibles ort6logos pan genes del regul6n CBF en Prw##s persz.ca.

Nuevos  ort61ogos  se  podrfan  encontrar  en  muestras  expuestas  al  trio  en  un  curso

temporal. Estas misnras muestras serian utiles para analizar la correlaci6n temporal en la

expresi6n de fpco/y sus posibles genes blanco. Por otra parte, se podr'a evaluar la

actividad  de  PpCBF  sobre  el  promotor  de  los  posibles  genes  blanco  por medio  de

ensayos de trams-activaci6n como los mostredos en esta tesis.

La generaci6n de plantas transg6nicas de Pr##2/s persi.ca que presenten modificaciones

en la expresi6n de PpC%   pemitirian evaluar canbios en la expresi6n g5nica y los

efectos que este gen tiene en el desarollo del dafio por fife en los frutos de estas plantas.
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io.- Apuros

Urigenes  que canbian  su  expresi6n en fuitos  de  dunzno  expuestos  al firfo,  de

acuerdo a anflisis de expresi6n digital

Los analisis de expresi6n digital  se desarrollaron para todos lus contigs  generados  a

partir del proyecto de Gen6mica Funcional en Nectarines. Es posible obtener grupos de

contigs   basindose en el perfil de expresi6n digital que estos presenten. Cousiderando

que  los  estadios  El  y  E3  representan  muestras  que  ham  sido  expuestas  al  ffio,  se

generaronlosgnposdeexpresi6nquesemuestranenlastablas3-6.

Tabla 3: Unlgenes exppedo8 preferentemente en El. En la colunna 2 se indica el locus del
posible ort6logo de Archidopsis para   el gen de durazmo correspondiente. En esta colunm se
agregaunanotaci6nenhacunlseindicasiestegendeArabidopsisfrontealtratanientoconfiio:
A= aumenta; D= disminnye 6   1= no varia. Adends NC= no pertenece al regul6n CBF; C=
Pertenecealregul6nCBF.Lascolunnas4-7indicanhaabundanciadeESTsencadrestadiopan
el gen de durazno conespondiente. ha columna 8 indica el perfil de expresi6n obtenido por el
m6todo  de  Audio  y  Claverie  (1997)  usando  la  atundancia  de  ESTs.  El:  Frutos  salidos  de
empaque(tratadosa4°Cduranteeltrasporte);E2:F"osmadurosyjugosos(empaque+4dias
a 20 °C); E3: Frutes salidos de frio (empaque + 21 dfas a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos

rutos de E3 ex uestos 4 dfas a 2o °C
Unigen Ort6Iogoep        Descri|]ci6b EI      E2      E3      E4    P¢mlde

Ambldopsis                                                                                                                                ex|iresl6n

cond83683         AT4G2478O
DING

Contigl437         AT4G38580
A/C

condgi609         AT3Gi444O
JENC

Contig229           AT5G59845
DING

cond823 I I         AT4G0238O
AINC

Contig266           AT2G26110
ZINC

Condg287           no cncontmdo

Contig3598         AT5G62350
NC

Contig365           AT4G27450
DINC

Contig395           AT5G23950
INC

Contig45 I           AT5G59845
DINC

Pcctato liasa

Protefnadetrrmsportedemctales
pesedos
9-cisaprdcarotenoidediorigenasa

Proteinreguladrporgivcralina

Proteha de la familia IEA3

Noanctaci6n(ldchticoacDNAclonc
PP_LEa0016Al90
Protelnainducidrporestrtsabscisice
(re[acionadeconnduncich)
ProtelnEL de la familin dc lthfoidores
de pectin mctilestclun
Proteinadesconocide(idchticaa
cDNAclonePP_LE80003I]160

137     65        9          91      El>E2;E4>E3

88        13        17       9        El>E2;E3;E4

45        13        6          15      El>E2;E3:E4

58        11         14        9        El>E2;E3;E4

64       6         35       3        El>E3>E2;E4

i2      0        0        0       Ei>E2ng;F4

488      161      221      41      El>E2;E3>E4

202     85       62       68      El>E2:E3:E4

47       2         0         7       Ei>E2pe;E4

Similaralgenieguladoporfr!oSRC2      23       5          7          4        E1>E2:E3;E4
(Glycinermx)
Proteinaregu!edaporgiiberalim 25       7         2          2        E1>E2;E3;E4
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Contig55              AT2G21660
A/C

Contig59

Contig639

Coutg67l

Contig795

Condg9

AT5G62360
A/C
ATIG01620
DINC
ATIG56600
JINC
AT3G02885
ENC
AT5G59845
DING

Proteina de u[iich a RNA rice en
icin8g1

72        17        17        12      El>E2;E3;E4

an;tefrodelafiniliadeichibidorcs         54       4         23       2       EI>E3>E2;E4
de pecth medlesterasa
Proteina intrinsica de membrana
(aeunporim)
Grfuol sintasa

Protefroreguladaporglberalim

Proteinat`eguladoporriberalim

loo     29       33       30      El>E2;E3;E4

33       0         0         0        El>E2;E3;E4

58        19       2          14      E1>E3<E2;E4

84       27       20        18      El>E2;E3;E4

Tabha 4: Unigenes elpreendo8 preferentemente en E3. En la column 2 se indica el locus del
posible ort6logo de Archidopsis para   el gen de durano correapondiente. En esta column se
8gregrunnotaci6nenlacunlseindicasiestegendeArabidopsisfientealtratamientoconfrfo:
A= aunenta;  D= disminuye 6   1= no veda. Ademds NC= no pertenece al regul6n CBF; C=
Pertenecealregul6nCBF.hacolumms4-7indicanlaabundanciadeESTsencadaestrdiopan
el gen de dLiranro correapondiente. ha columna 8 indica el perfil de expresi6n obtenido par el
m6todo  de  Audio  y  Claverie  (1997)  usando  la  abundancia  de  ESTs.  El:  Frutos  salidos  de
empaque(trndosa4°Cduranteeltrasporfe);E2:Frutosmadurosyjugosos(empque+4dias
a 20 °C); E3: Fmtos salidos de fro (empaque + 21 d{as a 4 °C); E4: Frutos meduros y harinosos
(Frutos de E3 expuestos 4 dies a 20 °C)

UDigen           Ort6[ogo cn                              Descripci6n
Arabidopsis

Cchtigl027      AT3G09440       Proteinadeshocktemicoalsp70)
AINC

Condgl240      noencontledo     idchtica8ct)NAclone s316114

Contigl258      AT3G03520
ENC

Contigl479      AT5G06320
ENC

Contigl660      AmG31980
ZINC

Contigl708     ATlco30
ENC

cond82089      ATiGi685O
A/C

Contig209l      ATIG62790
ZINC

condgzo99      AT3cO272O
AINC

Contlgz112      ATIG07750
AINC

Contig213l      AT3G12500

Protelna dc h familia de fosfocsterasa

Fanilia de pnoteinas inductoras de
horquilha
rmibidordeprotcimsas

Thimatim(relacionadrcon
patogchesis)
Proteim abundance in embriogchesis
tndhaqEA)
Proteinadelafamilladeinhibidorde
proteasa/alnacenanjento de
semilla/transfcrct]cia de Mpidos
Proteina de la frmilia DJl
(relacionnda con proteasa)
Proteina de almacenaniicnto de
semilha (Cupim}
Endoquitinmbdsica

DINC
Contig2139      noencontrndo     identica8CDNAclon s315G13
Condg2265      no encontralo     Proteinatipo metalotioneina
Condg228        AT3G02720        Pro{ehadolafroiliaDJI

D/NC                   (relacionada con proteasa)
Contig2317      ATIG20030        Thiimatirm(relacionadrcon

A/NC                    patogenesis)

EI      E2      E3      E4         Perfild€
•lpresi6D

digital
21        18       47       7        E3>E2;E3;E4

8         4         62       8        E3>E2;E3;E4

0          2          19        0        E3>E2;E3;E4

4          13        96       8        E3>E2;E3;E4

4          8          51         13      E3>E2;E3;E4

I          2         30       9        E3>E2;E3;E4

0         0         20       0        E3>E2;E3;E4

0          0          18       0        E3>E2;E3;E4

0          I           13        0

0            I            31         I

0         0         65       2

0          0          12       0
29       2          91        7
44        3           112     4

E3>E2;E3;RI

E3>E2;E3;E4

E3>E2;E3gr

E3>E2ff;E4
E3>El>E2;E4
E3>El>E2;E4

0         2          67       4        E3>E2;E3;E4
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Conti92397      AT5G15950
AINC

Conng2436      ATiG63i2o
DINC

Condg2473      noencontrado
cond82528      AT3G0472O

DING
Contig254        AT3G50970

A/C
Contig2554      AT2G22590

A/C
Contig2669      AT4G35630

DINC
Contig2715      AT5G28540

INC
Contig2831       ne cncontndo
Contig2957      ATIG02640

DINC
Contigz988      AT5G06870

DING
Conti930           AT2G15970

A/C
condB304        ATiG2044O

A/C
Contig379        AT3G02720

DINC
Contig9lo        AT5G24090

ZINC
cond82i47      ATiG2003O

AINC
Contig2177      ATIG20030

AINC
Contig2308      AT3G12580

I)INC

S-ad¢nosilmetionina descarboxjlasa

Protein8 de ]a famiJia tipo romboide

A)drgeno
Proteinarelacionadaconpatogchcsis

Deshidrfua Xero2

Putativaantocianidin-3-gluo6sido
rarmosiltransferasa
Fosfoserimaminotranrfcrasa

Proteina de shock tinico QISP70)

PI`ote(mbdsicaricaenprolina
Proteina de la familia de Glicosil
hidrol8sas
Protcha de inhibictch de
poligalacturmasa
Proteina de aclimatad6n 8 frlo similar
a WCOR413 OvCOR413-PMl)
Deshidrina COR47

Proteina de la familia DJl
(rel8cionedaconproteasa)
Endoquitinsadsidr

Thumatinaa`clacionadacon
patogchesis)
ThunlatimQelacionzidacon
pr{ogchesis)
Piitativaproteinadechocktermico
ursp70)

4         4         27        I        E3>E2;E3;E4

0          3           17        0        E3>E2;E3;E4

0         0          10       0        E3>E2F3;E4
3         2         22       2        E3>E2pe:E4

10       0          71        0        E3>E1>E2;E4

0         2         17       I        E3>E2;E3pr

8          8          61        12      E3>E2;E3;E4

4          7          41        10      E3>E2;E3;E4

4         0         20       2        E3>E2;E3;E4
00

60

157

6725

201

36

11        0        E3>E2;E3;E4

37       0        E3>E2;E3;E4

57       5        E3>E2;E3;E4

189     32      E3>El>E2;E4

50       0        E3>El>E2;E4

126     29     E3>E4>El;E2

0         0         8         0       E3>E2;E3gr

0          3           15        1         E3>E2;E3;E4

0         0         9         0        E3>E2;E3 ;E4

Table 5: Unigenes qt[e dianinuyen su expresj6n €n E3. En la columns 2 se indica el locus del
posible ort6]ogo de Arabidopsis prra   el gen de dunzno correspondiente. En esta columna se
agrega una notaci6n en la cual se indica si este gen de Arabidopsis frente al trataniento con frio:
A= aument8; D= disminuye 6   1= no varia. Adends NC= no pertenece al regul6n CBF;  C=
Pertenece al regul6n CBF. I.as columnas 4-7 indican la abundancia de ESTs en coda estedio para
el gen de durano coneapondiente. I.a columna 8 indica el perfil de expresi6n obtenddo por el
mctodo  de  Audio  y  Claverie  (1997)  usando  ]a  abundancia  de  ESTs.  El:  Fnltos  salidos  de
empaque (tratados a 4 a C duraute el trasporte); E2: Frutos maduros y jugosos (empaque + 4 dies
a 20 °C); E3: Frutos salidos de frfo (empaque + 21 dias a 4 °C); E4: Frutos maduros y harinosos
Frutos de E3 ex uestos 4 dias a 20 PC

Ufligen Or(6logocn                            Descripci6p                         EI      E2      E3      E4           Perfilde
Arabidapgls                                                                                                                                  expre8i6n

Contigl200        ATIG69530             Exprns{nalqxpl)                             62       64       0         62       E3<El;E2;E4
D/C

Condgl28          AT3G04730             Proteiminducidaporanina               28       37       7         44       E3¢1;E2;RI
ENC

condgl4            AT I Gog3 io"C
Prote!mdefiinci6ndesconocidr         15       47       2         36       E3<El¢2;E4
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Contigl945        AT4G25250
DINC

cond82158        AT2G45i8O"C
Contig2208        ARG16600

IINC
Contig257           I)a encontrndo
Contig3384        AT4G08685

INC
Contig3478        no encorfudo

Conti¢683        AT4G24780
DINC

Contig418           AT3G08030
INC

Contig795           ATI G74670
DINC

Contig930           no encontrndo

Proteina de la familin de 56       71        26       72       E3<El;E2;E4
inhibidores de pectirmetilesterasa
PToteinadelafamiliadcinhibidor       108     64       38        109
de protcasa/dlmacenanielito de
semill8/mnsfe[encha de I(pidos
Pcptidil-propil isomcrasa

Alergeno
Aldrgeno

idchtica a CDNA clon
PP  LEaooolA20f
pein liasa

Proteina de fimcidn de§conocidr

ProtefuareguladaporSberelina

Idintica  aAC154901.I Pnmus
persica(diirazno)BAC82118

E3<E2<El"

21       29       6         42       E3¢l;E2;E4

72        135     30        157     E3<E1<E2;E4
20       21       5         24       E3<EIP2;E4

79        ]77     0'         316     E3<El<E2<E4

137     65        9          91        E3<E2;E4<El

9          12       0         28       E3<El;E2;E4

58        19       2          14       E3<E2;E4<El

410     634     169     357     E3<El;E4<E2

Tabha 6:  Unigenes  expresados  prefereiltemente El  y E3  con  rrspecto a E2 y E4. En la
columna  2  se  indica  el  locus  del  posible  ort6logo  de  Arabidopsis  pan    el  gen  de  durazno
conespondiente. En esta columna se agregr rna notaci6n en la cual se  indica si este gen de
Archidopsis frente al tratamiento con frio: A= anmenta; D= disminuye 6  1= no varia. Adends
NC= no pertenece al regul6n CBF; C= Pertenece al regul6n CBF. Las columas 4-7 indican la
abundancia de ESTs en cads estadio para el  gen de durazno correspondiente. La columna 8
indica  el  perfil  de  expresi6n  obtenido  por el  m5todo  de  Audio  y  Claverie  (1997)  Lisando  la
abundancia de ESTs. El.L Frutos salidos de empaque (tratados a 4 a C durante el trasporte); E2:
Frutos meduros yjugosos (empaque + 4 dies a 20 °0; E3: Frutos salidos de frio (empaque + 21
dias a 4 oC E4: Frutos nduns linosos Frutos de E3 ex uestos 4 dias a 20 CC

U,]lgen Ort6Iogoetl                              Descripcldn                          EI      E2      E3      E4         Perfflde
ATabidopais                                                                                                                                elpresi6n

Cond84

cond8435

Con{i82956

Condg92

AT3G02720
I)INC
AT3G61260
INC
AT3G02720
DING
AT3G18830
AINC

Contig2980        AT5G58070
AINC

Prose(in de la familia DJ1
(rclaciondconprotcas8)
Protcina de union a DNA
Onorina)
Proteina de la finilia I)Jl

26      4        32      0       Ei;E3<E2gr

20       5          19       4        El;E3<E2;E4

14       0         22       0        El;E3<E2;E4
(relacionndaconprotean)
Proteinatrmsportndorade azncar         9         0         9         0        El;E3<E2;E4

Lipocalininducidaportemp- 29       4          17       2        El;E3<E2;E4
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Cuantir]caci6n por RT-qpcR

Como ejemplo se muestra el procediniento segutdo para el gen  Wcor4Jj. Lo primero

fue nomalizar los resultados para la muestra. Para ello se obtuvo un promedio de las

replicas t6onicas del gen en cuesti6n, el cual se dividi6 por el promedio obtenido para la

amplificaci6n del control extemo del PCR (kananicina). De los valores nomalizados se

identific6  cual  es  el  mayor y  a este  se  le  asign6 un  valor de  100%.  Para  los  demds

valores   normalizados   se   determin6   un   porcentaje   que   es   relativo   al   100%   ya

mencionedo. Los valores obtenidos al aplicar este procediniento a los resultados del gen

Jycor4J3 se pueden observer en la Tatla 7:

Tabla 7: Resti[tndus de RTqpcR pan Wco.4Jj. I.us experimentos se realizaron en triplicado
biol6gico (muestras A, 8 y C). La cifro en destacada en negrita en la cuarta columna, representa
el valor mds alto de la relaci6n Wcor413Acan. E§te valor se cousider6 como 100% y se us6 como
base para el cffculo de los otros porcentaies.
Mqestra Promedlo r€pllca Prolnedio rdylica Raz6n % del m£|imo

tdendca Wcor413 t6cnica de Wcol413th
'111' kanamicina

EIA 0.945 0,0019 491'420 19,159

E2A 0.12 0,0020 60.837 2,372

E3A 3.645 0.0020 \719.J&5 69,387

E4A 0,22 0,0023 96280 3,754

EIB 1.785 0,0019 950,479 37,056

E2I) 0,22 0,0024
'    92,945 3,624

E3B 4,39 0,0017 2sespo| loo

RIB 0,36 0,0019 189.673 7.395

EIC 1.133 0,0016 712,309 27,770

E2C 02S9 0,0019 139,918 5,455

E3C 3.799 0,0018 2139.805 83.423

E4C I              0.351 0,0017 209.451 8,166

Una vez obtenido los porcentajes relativos a la muestra que presenta mayor expresi6n, se

procedi6 a promediar los valores obtenidos para coda muestra biol6gica (I'abla 8). Este
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valor promedio de los porcentajes es el que se grafic6 y se presenta come resultado del

qpcR.  La  barra  de  error  que  se  observa  en  el  graeco  generndo  corresponde    a  la

desviaci6n estandar que se indica en la Tabla 8.

Tabfa 8: Obtenci6n de log valones a gmficar pars resq]tndo de qrm de Wcor413.  Los
valores orovienen de la columna cO/a del mdxino" de la tabla 7.

Esthdio Muestra A Muestm a Mt]estra C rmmedio -d6nestfndar

E1 19,159 37.056 27,770 27,995 5.168

E2 2.372 3,624 5,455 3S17 0.895

E3 69,387 loo 83,423 84€70 8.847

E4 3.754 7.395 8,166 6.438 i,361

Chequeo de RNA urado pare RT-qpcR

La integridad del RNA utilizado prra los ensayos de RT-qpcR, se evalu6 corriendo un

gel de agarosa I.5%. Como se puede observar en la figura 10, hay una clara definici6n

de las bandas de RNA ribosomal 28S y l8S. Esto da cuenta de la buena calided del RNA

utilizado.  Por  otra  parts,  Ia  comparaci6n  de  la  intensidad  de  las  bandas  entre  las  4

muestras cargadas, permite determiner que se us6 cantidades sinilares de RNA total en

la reacciones de transcripci6n reversa.

EI              E2              E3              E4

-28S
-18S

Figure 10: Anflisis cualitativo de RNA usado para RTqpcR.  En cada carril se cargo 2.5 ng
de RNA provenieute del estedio indicado. Las intensidad de las bandas es similar entre cada rna
de las muestras, de manera qLle esto aseg(in que las cantidades de templado pan cada reacci6n
de trmscripci6n reversa fueron sinilares. Por otra parte es posible observar que ha bands de 28S
representa aproxinadamente el doble en inteusidad con respecto a 18S, lo que es indicador de la
buena integridad del RNA utilizado. Este gel es representativo de las  12 muestras que fueron
usadas pare la transcripci6n reversa.
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